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RESUMO

O presente trabalho estudou a resposta bioativa de vitroceramicas produzidas a partir do
sistema vitreo 60B.0O3 — 5CaF> — 19Na,O — 14CaO — 2P,0s pulverizado em diferentes
intervalos de tamanho de particulas, sendo em trés intervalos: abaixo de 103 pm, entre 60
e 201 ume 118 e 342 um, denominados, respectivamente, por P1, P2 e P3, os quais foram
compactados e tratados termicamente, a 715°C, de forma que ocorresse a sinterizacdo de
particulas. Analises de DRX mostram a formacao de fases cristalinas nas amostras, sendo
detectadas principalmente as fases CaNaBsOg, CaNasBsO10 e Fluorapatita. Técnicas de
espectroscopia Raman e FTIR-ATR detectaram também a fase CaB204 que € classificada
como fase secundaria nas amostras. As micrografias obtidas por MEV das amostras
mostrando que o tamanho de particula influenciou principalmente na morfologia de
superficie e interna. Os ensaios de bioatividade in vitro foram feitos utilizando o método
de imersdo num periodo de 28 dias em SBF. A micrografia das amostras, apds imersao,
mostraram formagdes de camadas de fosfato de calcio ja nas primeiras horas de interagcdo
com o fluido, indicando boa resposta bioativa das amostras. Analises de DRX,
espectroscopia Raman e FTIR-ATR para as amostras ap0s imersdo, mostraram a
degradacéo das fases de Boro, que foram dissolvidas no meio. Por fim, os ensaios de
citotoxicidade mostraram que P1, P2 e P3 ndo apresentaram toxicidade celular, podendo

ter aplicabilidade bioldgica.

Palavras-chave: Biomaterial, Vidro Bioativo de Borato, Vitroceramica, Tamanho de

Particula.



ABSTRACT

The present work studied the bioactive response of glass-ceramics produced from the
vitreous system 60B20s — 5CaF> — 19Na,O — 14Ca0 — 2P»0s pulverized in different
particle size intervals, in three intervals: smaller tham 103 pum, between 60 - 201 pm and
118 - 342 pm, called, respectively, by P1, P2 and P3, which were compacted and
thermally treated, at 715°C, so that the sintering of particles occurred. XRD analyzes
show the formation of crystalline phases in the samples, being detected mainly the phases
CaNaBs0g, CaNasBsO10 and Fluorapatite. Raman spectroscopy and FTIR-ATR
techniques also detected the CaB>O4 phase, which is classified as a secondary phase in
the samples. The micrographs obtained by SEM of the samples showing that the particle
size influenced mainly on the surface and internal morphology. The in vitro bioactivity
assays were performed using the immersion method in a period of 28 days in SBF. The
micrograph of the samples, after immersion, showed formation of layers of calcium
phosphate in the first hours of interaction with the fluid, indicating a good bioactive
response of the samples. DRX analysis, Raman spectroscopy and FTIR-ATR for the
samples after immersion, showed the degradation of the boron, phases that were dissolved
in the medium. Finally, the cytotoxicity assays showed that P1, P2 and P3 did not show
cellular toxicity, which may have biological applicability.

Keywords: Biomaterial, Borate Bioactive Glass, Vitroceramics, Particle Size.
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1 - INTRODUCAO

O avanco tecnoldgico possibilitou o desenvolvimento de materiais voltados para
aplicacdes bioldgicas como implantes, enxertos e materiais que auxiliam na recupera¢do
tecidual ocorrida em fraturas, esfoliagdes e cirurgias, eles melhoram o bem-estar de

pacientes e aceleram o processo de recuperacdo e reabilitagdo [1].

Ao se tratar de fraturas e defeitos 0sseos o desenvolvimento de materiais
biologicamente compativeis e com pouca taxa de rejei¢do tecidual € um desafio que tem
sido superado com a producdo de vidros e vitroceramicas com propriedades fisicas e
quimicas que se comparam ao tecido 6sseo. O desenvolvimento de um material que tenha
baixa rejeicdo deve apresentar certas caracteristicas intrinsecas, tais como: envolvimento
direto na formacdo dssea, conducgdo celular, vascularizagdo, ndo toxicidade e tensao

mecanica [2].

Os vidros bioativos sdo materiais inorganicos que tém sido usados em forma
granular, books e pastilhas para preencher defeitos 6sseos. Eles atendem a muitos critérios
de matrizes transportadoras ideais, incluindo biocompatibilidade e osteocondutividade,
além de serem biodegradaveis. Por conta destas propriedades os vidros biativos tem
grande potencial de aplicacdo como portadores de proteinas morfogenéticas dssea, que
fazem parte de um grupo de fatores de crescimento também conhecidos como citocinas e
metaboldgenos, podendo ser empregados como transportador de matriz 6ssea nativa [3,
4].

As vitroceramicas sao compostas por estruturas moleculares organizadas, sendo
obtidas por meio do tratamento térmico de vidros podendo ser formadas diferentes fases
cristalinas em suas composicdes. Elas podem ser produzidas diretamente de uma peca de
vidro ou a partir do vidro pulverizado. A depender do tamanho de particula ao qual o
vidro é pulverizado pode se manipular os formatos de acordo com a necessidade da
aplicacdo do material, ampliando regides e aplicacdes ao qual as pegas produzidas podem

ser utilizadas [5].

Em aplicacBes biomédicas os vidros e vitroceramicas podem ser utilizados na
forma de estruturas monoliticas ou como particulas maiores que 100 pum de diametro

como materiais regenerativos 0sseos demonstrando propriedades antimicrobianas e anti-
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inflamatdrias, que sdo potencialmente muito promissores para uma variedade de
aplicacBes nas areas da medicina regenerativa. Cerruti e colaboradores [6], que estudam
os efeitos do pH na reatividade do BioGlass® mostraram que algumas das etapas de
dissolucdo levam a formacéo de camadas de fosfatos de calcio na superficie do biovidro
ocorrem quando pequenas particulas do biomaterial (< 2 mm) sdo dissolvidas. Além
disso, em trabalhos posteriores, estudaram a influéncia de diferentes tamanhos de
particulas na resposta bioativa do vidro, os resultados mostraram que a precipitacéo rapida
de uma camada de fosfato de calcio e a maior energia de superficie retardou o processo
de difusdo para particulas menores [7]. Da Cruz e colaboradores [8], estudaram a
influéncia do tamanho de particulas de dois tipos de hidroxiapatita, que € um material
proveniente do minério de ossos composto por fosfato de calcio hidratados, a fim de
avaliar as caracteristicas fisico quimicas e biocompatibilidade do material, em testes in
vivo e concluiram que quanto maior o tamanho de particula maior a resposta inflamatdria
do material. No trabalho de Granito e Colaboradores [9] que investigou os efeitos de
diferentes biomateriais na regeneracdo déssea de ratos, observou que quanto menor o

tamanho de particula implantada mais rapida sera a reabsorcao do biomaterial.

O avanco da engenharia de materiais permite a manipulacdo dos biomateriais a
fim de formar diferentes morfologias e formatos, podendo ser adaptados a diferentes
tecidos bioldgicos. Neste viés, os de vidros bioativos tem sido empregados na producéo
de estrutura que proporcionam sustento e regeneracdo 6ssea, denominados de scaffods.
Do ponto de vista morfoldgico, os scaffolds devem possuir uma porosidade adequada,
com uma rede bem desenvolvida de poros interconectados cujo tamanho deve exceder
100 um, a fim de promover a penetracdo celular, o crescimento tecidual e a
vascularizacdo, devendo apresentar uma bioatividade controlada, uma taxa de absorcédo
compativel com a taxa de regeneracdo Ossea natural, um comportamento mecanico
comparavel ao do osso natural [10]. A producdo desses materiais, utilizando vidros
bioativos, pode ser feita por meio do vidro pulverizado e compactado e essas pegas sao
entdo tratadas termicamente a fim de agrupar as particulas, dando sustentacdo a peca
formada. Porém, a depender da temperatura de tratamento térmico, o vidro pode
transicionar do estado metaestavel vitreo de estrutura desorganizada para uma estrutura
de organizagdo periddica, formando cristais, dando lugar a formacéo de vitroceramicas

formadas a partir da matriz vitrea.
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A peca formada pelo tratamento térmico do vidro macerado e compactado pode
apresentar 0os mais diferentes formatos estruturais, apresentando porosidades e
interconexao entre 0s poros, essa caracteristica promove a osteointegracao no interior do

material que auxilia na fixacao e suporte do tecido biologico.

Tendo em vista que a morfologia do biomaterial pode influenciar na
compatibilidade com o tecido biologico, o presente trabalho prop6e o estudo do
desenvolvimento de vitroceramicas formadas a partir de vidros boratos bioativos
pulverizados e separados em diferentes intervalos de tamanhos de particula, para avaliar

a influéncia desse na sua resposta bioativa.

Neste estudo foram empregadas diferentes técnicas a fim de caracterizar a
composicdo cristalina, estrutura molecular, morfologia e dindmica de resposta bioldgica.
Para isto foi utilizada a técnica de difratometria de Raios-X, avaliando a estrutura das
amostras e composicdes das fases cristalinas baseada nos componentes predecessores do
vidro. E usado também as espectroscopias no infravermelho e Raman para determinar a
composicdo molecular da amostra de acordo com a busca bibliografica referente as
analises obtidas pela difratometria de Raios-X. Para os testes de bioatividade as amostras
passaram por analises in vitro utilizando o método de imersdo em simulador de fluido
corporeo, as quais foram analisados com respeito a taxa de dissociagdo da amostra no
meio, formacdo de camadas de fosfato de célcio nas superficie das amostras, alteracdo de
pH da solucdo e micrografias via imagens de microscopia, com o intuito de mostrar a
mudanga morfoldgica das amostras ap6s interagdo com o meio de imers&o. O trabalho se
inicia apresentando uma revisdo bibliografica acerca do tema da dissertacédo, tendo como
enfoque a producdo e caracterizacdo de biomateriais. Em seguida sdo mostradas as
técnicas experimentais utilizadas para producdo, caracterizacdo e analises das amostras.
Posteriormente sdo exibidos os resultados e a discusséo, e por fim a conclusdo do
trabalho.
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo é apresentada uma breve revisdo bibliografica sobre vidros,

vitroceramicas e biomateriais.

2.1 - Vidros

Os primeiros vidros usados pela humanidade foram encontrados na natureza, na
producdo de facas, pontas de flechas entre outras ferramentas de corte. Esses vidros foram
obtidos da obsidiana, resultado do resfriamento de lava, e podem conter uma grande
variedade de componentes como alcalinos terrosos e Oxidos de metais de transic&o.
Independente da composicdo, o principal constituinte é a silica. Apesar dos primeiros
vidros serem compostos principalmente por silica, a partir de 1900 surgiram também o0s
vidros contendo fdésforo e Boro como componentes principais, sendo homeados como

vidros fosfatos e borato, respectivamente [11].

O vidro € reconhecido principalmente pela sua transparéncia oOptica e com
estrutura em rede compactada, Figura 1. Essas redes sdo compostas em tetraedros
conectados em todos os quatro cantos, mas, diferente de um cristal, as redes ndo séo
periddicas e simétricas e ndo se estendem em todas as dimensdes, caracterizando um

material isotropico [12].

Figura 1: Estrutura a) cristalina b) vitrea de SiO4. Adaptado de [14].

Em temperatura ambiente, 0s vidros se comportam como solidos, apresentando
rigidez, porém em nivel microscopico apresentam estruturas semelhantes a liquidos, o

que da ao vidro a denominacao de liquido super-resfriado e solido néo cristalino [16].

Diferente de sdlidos cristalinos, que ao serem aquecidos apresentam uma
temperatura caracteristica para a mudanca de fase, ou seja, hd uma mudanga abrupta do

estado sélido para o liquido. J& o processo para a formacdo de um material em estado
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vitreo ndo é notado uma temperatura especifica para a transicdo de fase que passa do
solido para um liquido muito viscoso e entdo para liquido. Para a obtencdo de um vidro
por meio do resfriamento, € necessario que o material atinja uma certa temperatura
chamada de temperatura de transicdo vitrea (Tg), esta temperatura depende da
composicdo do vidro e da taxa de resfriamento. Quanto maior a taxa de resfriamento,
maior a temperatura de transi¢do. Logo, para se obter um vidro por meio de resfriamento

€ necessario um cuidado extra com o tempo [13].

Para a obtencdo de um vidro € necessario que o mesmo, quando fundido, seja
resfriado abaixo da temperatura de transicdo vitrea. Em um diagrama de entalpia em
funcdo da temperatura, Figura 2, podemos considerar um material com um certo volume
em uma temperatura acima da temperatura de fusdo. Quando o liquido é resfriado a
estrutura atbmica do fundido ird mudar de acordo com a temperatura na qual o fundido é
mantido. Resfriar o material abaixo da temperatura de fusdo de cristal, resultaria na
formagdo de um arranjo atdmico perioédico de longo alcance. Quando isso ocorre a
entalpia diminui drasticamente até o valor apropriado para formar um cristal. Porém, se
o liquido puder ser resfriado abaixo da temperatura de fusdo do cristal sem cristalizacao,
obtém-se um liquido super-resfriado. A medida que o liquido € resfriado, ocorre o
aumento da viscosidade. A uma certa temperatura a viscosidade se torna tdo grande que
0s 4tomos ndo conseguem mais se rearranjar para atingir o equilibrio. Neste ponto a
entalpia comeca a desviar da linha de equilibrio, seguindo uma curva de declive
gradualmente decrescente, até que finalmente passa a ser determinada pela capacidade
calorifica do liquido congelado, ou seja, a viscosidade torna-se tdo grande que a estrutura

do liquido se torna fixa e ndo é mais dependente da temperatura [11].
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Figura 2: Mudanga na entalpia durante o resfriamento de um liquido. Tg representam as regdes de
temperatura de transicéo vitrea; Tm a temperatura de fusdo. Adaptado de [15].

A regido que delimita equilibrio entre o liquido e o sélido congelado é chamada
de regido de transformacao vitrea, nessa regido temos Tg. Com uma taxa de resfriamento
mais lenta a entalpia do material entra em equilibrio para temperaturas mais baixas, assim

formando um fluido completamente congelado [11].

Além do controle de resfriamento do fundido, os materiais precursores do vidro
devem ser devidamente selecionados para a funcdo que cada um exerce na formacao da
matriz vitrea. H4 os formadores de rede que sdo responsaveis por conectar a rede como
um todo, gerando a distribuicdo tridimensional aleatdria caracteristica de vidros, 0s
principais agentes formadores sdo SiO2, P>Os e B20Os [11, 12]. Os agentes fundentes séo
usados para diminuir a temperatura de fusdo dos agentes formadores de rede, pois a alta
temperatura de fusdo dificulta a obtencdo de vidros. Os agentes fundentes sdo
principalmente 6xidos de metais alcalinos, como célcio, litio, sédio entre outros. Tambeém
h& os agentes modificadores de rede que controlam os efeitos colaterais dos agentes
fundentes na formacdo da rede vitrea, entre esses materiais se encontram 0 metais
alcalino-terrosos e Oxidos de metais de transicao e principalmente oxido de aluminio. Por
ultimo temos os agentes de refino sdo usados na composicao do vidro para remogéo de
bolhas no fundido e sdo adicionados em quantidades muito pequenas, porém sdo de
grande importancia para garantir a qualidade final do produto. Dentre esses materiais se

encontram KNOs, NaNOs, NaCl, fluoretos como CaF», NaF, NasAlFs e alguns sulfatos.
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E importante notar também que o mesmo material pode ser usado para diferentes
finalidades, como por exemplo o CaF,, que pode ser usado também como um agente
fundente [11, 12, 17, 16].

2.1.1 — Vidros Borato

Apesar dos vidros ndo terem arranjo atdmico periddico a longo alcance como
cristais, a curta distancia os vidros mantém uma ordem dependente da composi¢do. Em
vidros borato o Boro tende a se conectar com 3 oxigénios, formando unidades de BO3
triangulares planares, que se encontram em forma aleatdria na matriz vitrea, conectados
por pontes de oxigénio formando um sistema de anéis boroxol (B3Os), 0s quais por sua

vez sdo conectados a outros anéis boroxol por unidades de BO3 isolados [12].

A presenca de Oxidos modificadores em estruturas vitreas causa a quebra das
pontes de oxigénio. Porém, em vidros borato a adicdo de modificadores acarreta a
mudanca na coordenagdo dos grupos trigonais de BO3 para grupos tetraédricos BO4™ com
carga negativa e para equilibrio de carga um cation modificador é ligado a rede. Esses
novos grupos podem se rearranjar em anéis com um ou dois tetraedros, podendo formar
estruturas maiores como diboratos entre outras estruturas vitreas que sao ilustradas na
Figura 3 [12, 15]. Entretanto, com o0 aumento da adi¢do de modificadores a formacéo de
grupos tetraédricos retornam as unidades trigonais diminuindo o grau de polimerizacéo
da matriz vitrea, formando pontes de oxigénio ndo ligantes que formardo anéis e cadeias

de metaborato e piroborato [11, 15, 16].
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Figura 3: Unidades superestruturais possiveis em vidro borato: (a) anel boroxol, (b) anel borato, (c)grupo
diborato, (d) anel de metaborato, (e) cadeia metaborato e (f) piroborato. Sendo @ os a&tomos de oxigénio
ligados. Adaptado de [15].
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2.2 — Vitroceramicas

A vitrocerdmica provém do tratamento térmico de um material vitreo, sendo
necessario seu aquecimento em temperaturas acima da temperatura de transicao vitrea.
Acima dessa temperatura caracteristica, 0 material que se encontra em estado amorfo
passa pelo processo de nucleacao, que consiste na formacao de rede cristalinas a partir da
estrutura amorfa do vidro por meio da diminuicdo da energia livre do sistema, entdo
ocorre 0 processo de estruturacdo tridimensional dos arranjos atbmicos e formada uma
rede bidimensional de estrutura organizada e periodica, assim formando um sélido
cristalino. Este processo pode ser caracterizado por uma curva de liberacdo de calor em
analises de DTA e DSC [11, 18].

No estado vitreo o vidro apresenta nucleos indetectaveis, apds atingir a
temperatura de transicdo vitrea ocorre o crescimento dos nucleos que antes ndo eram
vistos a olho nu, o desenvolvimento dos nucleos acarreta a diminui¢do da viscosidade do
vidro. Ao atingir temperatura suficiente para a cristalizacéo a fluidez e nucleacao do vidro
é interrompida devido a resisténcia de liberacdo de calor, e entdo ocorre a reestruturacdo
molecular do material que passa a apresentar estrutura periddica e organizada,

caracteristica de cristais [18]. Os processos de nucleacéo e cristalizacdo sdo ilustrados na

Figura 4.
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Figura 4: Processos de a) nucleacdo e cristalizacdo e b) sinterizacdo de vidros. Adaptado de [19].

Por ser uma estrutura metaestavel o vidro apresenta certa fragilidade mecanica
guando comparéavel a vitroceramica, a qual tem grande resisténcia a ruptura relativa.
Além disso, também apresenta as mais diversas propriedades luminescentes, magnéticas,

entre outras que séo aplicaveis em diferentes areas de pesquisa [19].
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O processo de cristalizacdo ocorre de duas formas, sendo a primeira e mais comum
a heterogénea, quando a cristalizacdo acontece a partir dos nucleos espalhados pela rede
vitrea do material, criando cristais em diferentes pontos do material até que ocorra a
completa formacdo da vitroceramica. J& o segundo mecanismo de cristalizacdo decorre
de forma homogénea a partir do desenvolvimento de fases a partir dos constituintes da
matriz vitrea. Apesar da diferenca entre os do processo de cristalizacdo homogéneo e
heterogéneo, ambos acontecem a partir da superficie do vidro, desencadeando a formacao

de cristais até as camadas mais internas do material [11, 18, 19].

Ao se tratar de vidro pulverizado, o processo de cristalizacdo ocorre de forma
similar a nucleacdo heterogénea, chamado de sinterizagdo. Autores como Matusita, Ray
e Yi Hu, estudaram a dindmica de cristalizacdo de vidros em funcdo do tamanho de
particula. De forma geral, os trabalhos mostraram que a energia necessaria para que
ocorra a sinterizacdo do p6 de vidro compactado cresce com o tamanho de particula.
Fatores como do tempo de exposi¢do a temperatura e da presséo aplicada no momento da

compactacao, também sédo fatores que influenciam na cristalizacdo do material [20 - 24].

2.3 — Dinamica de Particulas

Como mencionado anteriormente, existem varios parametros que devem ser
levados em consideracdo no processo de sinterizacdo de vitroceramicas. Adequando e
padronizando o tratamento térmico de vidros pulverizados, o tamanho de particula se
mostra o Unico fator que pode influenciar na formacéo de nucleacédo e consequentemente
cristalizacdo e sinterizacdo de vidros pulverizados e compactados. Para particulas maiores
a area de superficie efetiva, ou seja, a razdo entre volume e area, € menor quando
comparado a particulas menores. Assim, quando o processo de nucleagdo, que ocorre de
forma unidimensional, inicia da superficie para o interior do vidro, as particulas menores

estardo sujeitas a maiores dinamicas de cristalizagdo [24].

Com isso, pode-se esperar temperaturas de transicdes de estados diferentes para
intervalos de tamanho de particulas diferentes. Em curvas de analises térmicas, menores
tamanhos de particulas apresentam temperatura caracteristicas de transi¢des vitreas (TQg),
cristalizacdo (Tp) e fundicdo (Tm) menores [23]. Pelo fato de particulas menores terem

maior area de superficie efetiva, as transi¢des vitreas de um mesmo vidro podem ocorrer
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de forma mais abrupta que para pecas macicas, uma vez que a nucleacdo no interior do

vidro acontece apds a total cristalizacdo da superficie [22].

O processo de sinterizacdo leva a aglomeracéo de particulas cristalinas, o que pode
causar alteracdo no processo de cristalizacdo devido a presenca de ndcleos vitreos ainda
ndo cristalizados que retardam os processos de difusdo térmica, podendo criar estruturas
ndo homogéneas formadas tanto por vidro quanto ceramicas, dando origem a
vitroceramicas com diferentes fases cristalinas [20]. Logo, ao se tratar da producéo de
vitroceramicas, devem ser avaliadas as condic¢Ges de disposicdo de material, adequando
os parametros de formacdo de cristais a finalidade que é esperada do produto formado
pelo tratamento térmico [21].

2.4 — Biomateriais

Com o avanco cientifico e tecnolégico, a busca por melhoramento no tratamento
de tecidos bioldgicos deteriorados devido a ferimentos, acidentes, envelhecimento,
doencas e outros fatores que podem prejudicar a saide humana, ocorre em Varias areas
do conhecimento, como: biologia, engenharia, medicina, fisica e quimica sempre
buscando materiais que auxiliem na regeneracdo ou até na substituicdo de tecidos. Os
materiais que apresentam essa capacidade de auxiliar na regeneracédo de tecidos, acelerar
ou induzir crescimento de células e até mesmo terem propriedades semelhantes o bastante
para que possa ser feita a substituicdo dos tecidos pelos mesmos sdo chamados de

biomateriais [1].

Apesar das pesquisas em biomateriais terém se intensificando cada vez mais, a
utilizacdo de materiais para reparacdo de partes do corpo humano tem registros historicos
que evidenciam a substituicdo de dentes humanos por dentes bovinos, fixados por fios de
ouro, datadas de 600 a.C. [25, 26].

O termo biomaterial foi introduzido a comunidade cientifica nos anos de 1960,
juntamente com a criacdo da Sociedade Americana e Européia de Biomateriais que, em
seu primeiro, congresso definiu que qualquer substancia ou combinacgdo de substancia,
que ndo sejam drogas, de origem animal ou sintética que podem ser usadas por um
periodo de tempo, como parte ou como um todo de sistemas que tratam, aumentam ou

substituem quaisquer tecidos, 6rgdos ou funcbes do corpo é dita como sendo um
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biomaterial. Posteriormente materiais com essas propriedades passaram a ser definidos
como a primeira geragéo de biomateriais. Atualmente biomateriais séo definidos como:
materiais com propdésito de interagir com sistemas biolégicos para avaliar, tratar,

aumentar ou repor quaisquer tecidos, 6rgao ou funcao do corpo [25].

Os primeiros biomateriais foram direcionados a reparos de 6rgdos, com o0 minimo
de toxicidade para o hospedeiro sendo majoritariamente bioinertes. Ligas metalicas sdo
exemplos desse tipo de material. Com o0 avango da pesquisa e tecnologia, a proxima
geracdo de biomateriais foi desenvolvida de forma que o material pudesse interagir com
o tecido bioldgico podendo ser reabsorvidos pelo sistema, como vidros, vitroceramicas e

polimeros de origem sintética ou natural [25, 27].

A geracdo seguinte de biomaterias foi desenvolvida pela engenharia de tecidos,
sendo destinada a producdo de materiais capazes de regenerar e induzir crescimento de
tecidos vivos. Exemplos desses materiais sdo cimentos 6sseos reabsorviveis, cartilagem,

peles artificiais e scaffolds de vidro, vitroceramicas e ceramicas bioativas [28].

H& também biomateriais que sdo desenvolvidos com o intuito de auxiliar na
regeneracdo de tecidos por meio de estimulos bioelétricos. Além disso, esses materiais
possibilitam o monitoramento eletronico do efeito do material quando implantado in vivo,
bem como fornecendo informacGes para fins de diagnésticos, contribuindo em pesquisas
clinicas. Materiais a base de carbono, polimeros condutores piezoelétricos que respondem

a sinais elétricos externos, sdo usados para esse tipo de aplicacdo [29].

As substancias utilizadas como biomateriais ou em sua produgdo devem
apresentar alguns requisitos essenciais, tais como: biocompatibilidade - o material
implantado deve promover a integracdo junto ao tecido sem sofrer a liberacdo de
substancias toxicas; resisténcia a processos de esterilizacdo como o condicionamento a
radiacdo gama, gas oxi-etileno e autoclavagem sem perder a suas propriedades;
biofuncionalidae - deve apresentar propriedades adequadas para a regido especifica na
qual serd utilizado e manufaturabilidade - capacidade de fabricacdo e producdo do
material [27 - 29].

Os biomaterias tém diferentes modos de serem dispostos a depender do tecido
tratado, a fim de proporcionar melhor integracdo entre a substancia do biomaterial e o
tecido. Assim, 0s biomateriais se classificam principalmente como: Inertes, que para que

haja interacdo e crescimento com o tecido onde o material foi implantado, é necessario
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que os mesmos sejam fixados por meio de parafusos ou ataduras; porosos que sao fixados
por meio de crescimento de tecidos através de poros formando uma ligacdo mecanica;
bioativos, ao serem implantados devem ser capazes de se ligarem aos tecidos por meio de
crescimento de camadas formadas por trocas ibnicas, dissolucdo e precipitacdo;
reabsorviveis que apos a implantacdo séo absorvidos e posteriormente substituidos pelos
tecidos remanescentes do local de aplicacdo do mesmo, nesta classe de materiais podemos
citar como exemplo as vitroceramicas e vidros bioativos [28 - 30].

2.4.1 — Vidros e Vitroceramicas Bioativas

O primeiro vidro bioativo foi desenvolvido por Hench na década de 1960, quando
pesquisava meios de melhorar a rejei¢do do corpo humano aos implantes que eram feitos
principalmente por metais e polimeros sintéticos. A intensdo de Hench era criar um
material capaz de formar camadas de Hidroxiapatita (HA) que por consequéncia ndo seria
rejeitado pelo corpo. A camada formada pelo material € uma importante etapa para adesao

do material ao tecido celular [30].

O vidro criado por Hench é feito a partir de uma base de silicato cuja composi¢ado
€ 45Si0; - 24,5Na,0 — 24,5Ca0 — 6P20s que posteriormente foi registrado sobre a marca
Bioglass® [30], essa composicio apresenta uma boa resposta bioativa, com dissociago
compativel com o processamento celular 6sseo. Vidros bioativos a base de silicato
apresentam dissociacdo lenta, sendo ideais para regides que precisam de tempo para
cicatrizar. Diferente dos vidros silicatos, vidros a base de Boro tem baixa resisténcia

guimica, o que torna sua absorc¢do rapida, sendo mais indicado para tecidos moles [32].

O tratamento térmico de vidros acarreta a formacao de vitroceramicas, formando
diferentes fases cristalinas no material, o que pode influenciar em sua resposta bioativa.
Ademais, a producdo de vitroceramicas possibilita o desenvolvimento de scaffolds a partir
do vidro pulverizado e compactado por meio da mistura de materiais formadores de poro
com o pd de vidro [31]. A vitroceramica apresenta melhor resisténcia mecénica e quimica
quando comparada ao vidro bioativo, o que possibilita diversas aplica¢cdes em diferentes

tipos de tecidos bioldgicos, empregando devida manufatura do vidro [32, 33].

Um dos modos de avaliar a bioatividade de um material é o teste in vitro por

imersdo em simulador de fluido corpéreo, o SBF, do inglés Simulated Body Fluid,
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desenvolvido por Kokubo e Takadama. O SBF, possui propriedades similares a
composi¢do do plasma sanguineo, de tal forma que quando utilizado como solu¢do para
imersdo, provoca reagdes quimicas no material que desencadeiam a formacéo de camadas

apatiticas em sua superficie e, em caso de materiais porosos, nos intersticios [34].

2.5 — Mecanismo de Formacao de Camada

Como denotado anteriormente, um material que tém por caracteristica formar
camadas apatiticas em sua superficie quando em contato com tecidos bioldgicos é dito
biocompativel [30]. Segundo Hench e Wilson [35], a formacao da camada segue algumas
etapas. Primeiro, dois estagios envolvem as reacdes de troca ibnica entre os ions
modificadores da rede vitrea, como os ions de Célcio, Sédio e Hidrogénio do meio que
promovem a hidrolise de grupos de silica, seguida pela formacéao de Si — OH na superficie
do vidro. No estagio trés ocorre a condensacao e polimerizacdo de uma camada rica em
SiO, na superficie, enquanto o estagio quatro implica na migracio ions de Ca®* e PO4>
do SBF para a camada rica em SiO levando a formacéo de camada de fosfato de calcio
amorfo (ACP). No estagio final, absorcéo de ions adicionais do meio, como OH", COz*
e Na" na camada ACP, promove a conversdo de ACP em HA via cristalizacdo [36].

Vidros a base de borato seguem um mecanismo semelhante de formacdo da
camada de HA, conforme descrito para vidros a base de silicato, exceto pela formagao da
camada rica em SiO». A taxa de dissolucdo é mais rapida do vidro de borato quando
comparada ao silicato, devido a sua menor durabilidade quimica, sendo esta considerada
principal razdo por tras da rapida taxa de deposicdo de material semelhante a HA em sua
superficie. Quando os vidros de borato sdo imersos em uma solucédo diluida de fosfato,
ocorre primeiro a dissolucdo dos ions de Sédio e BOs* da estrutura do vidro para a
solugdo. Entdo, assume-se que os ions PO4*~ do meio reagem com os ions Ca?* levando
a nucleaco e crescimento de HA [36]. E ilustrado na Figura 5 a dindmica de formag&o

de camada e dissociacdo de vidros silicato e borato.
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Figura 5: Dindmica de interacdo de vidros bioativos em imersdo em solucéo de fosfato. Adaptado de [36].

Vidro em Imersio

A dindmica de formacédo de camada em vitroceramicas € similar a que ocorre nos
vidros, sendo que a dissociacdo ocorre a partir da decomposicdo dos cristais, a fim de
liberar os ions formadores. E sabido também que a composicdo do vidro, carga
superficial, tipos de meio e as condicdes de teste sdo os fatores com maior influéncia que

afetam a nucleacdo de apatita em materiais bioativos [37].
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3 - MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo estdo descritos os procedimentos e técnicas experimentais para
preparacdo e analise das amostras estudadas.

3.1 — Preparacao das amostras

As amostras usadas neste trabalho sdo de um vidro a base de Boro, do sistema
vitreo 60B203 — 5CaF — (20-x)Na20O — (15-x)Ca0 — (2x)P20s, com (x = 1), o qual foi
estudado previamente em nosso grupo e em colaboracdo com a Universidade Federal do
Maranh&o, campus de Imperatriz, resultando em teses de doutorado e dissertacdo de
mestrado [38 — 41]. Na tese de doutorado de Portes [38], a amostra denominada BV2,
composta pela estequiometria 60B203 — 5CaF — 19Na,0 — 14Ca0 — 2P,0s apresentou 0s
melhores resultados nos testes de bioatividade in vitro. Posteriormente, o BV2 foi tratado
termicamente, resultando na dissertacdo de mestrado de Gibin [41], que mostrou boa
bioatividade nas vitroceramicas obtidas. Diante dos bons resultados prévios da
bioatividade e ensaios bioldgicos, foi escolhida para este trabalho a amostra BV2 tratada
termicamente em 715°C, denominada daqui em diante como 60B5F2P-715, para o estudo
da influéncia do tamanho de particula na bioatividade da vitroceramica de borato. O vidro

borato BV2 sem tratamento térmico serd denominado de 60B5F2P.

Todos os reagentes utilizados na producgéo do vidro 60B5F2P sdo da marca Sigma
Aldrich®, com grau de pureza entre 98 e 99,99%, e estdo descritos na Tabela 1 os seus
respectivos percentuais em massa (wt.) e mol. Os reagentes tiveram suas massas aferidas
em uma balanca analitica Shimadzu modelo UW220D com precisdo de 0,1mg.
Inicialmente 0 CaCos e 0 Na,COs passaram pelo processo de desgaseificacdo, que
consiste em retirar o gas carbénico dos reagentes, afim de obter os 6xidos CaO e Na,O
gue sdo aquecidos e mantidos por uma hora, respectivamente em 900 °C e 450°C. Apds
este passo, 0s reagentes foram homogeneizados e transferidos para um cadinho de platina,
que foi colocado em um forno convencional para fus&o.

Tabela 1:Composigdo do 60B5F2P em % de massa (wt.) e mol.
B.O3 CaF, NaO CaO P20s
wt. (%) ‘ 60 5 19 14 2
mol (%) ‘ 578 41 205 16,7 09
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A fusdo da mistura dos reagentes ocorreu em 1100°C e permaneceu por 15
minutos para homogeneizacdo. Apds esse passo o fundido é vertido em um molde de ago
inoxidavel, aquecido a 450°C (abaixo da transicéo vitrea do vidro), sofrendo um répido
resfriamento. Em seguida, para a eliminacdo de tensdes internas e estabilizacdo da fase
amorfa do vidro, ele foi tratado termicamente a 450°C por 6 horas e resfriado por inércia

térmica até a temperatura ambiente, na Figura 6 € exibida o vidro ap0s preparo.

Ap0s a producéo do vidro, o material foi pulverizado em um almofariz de agata e
entdo peneirado em peneiras de nylon em trés intervalos de tamanho de particula: <
62,5um, entre 93,0 e 125,0um e entre 180,0 e 250,0um. Posteriormente o p6 em cada
intervalo de tamanho de particula foi compactado por 10 minutos em uma prensa
hidraulica uniaxial Struers modelo Tempopress 2, com pressdo de 55MPa, utilizando um
molde cilindrico de 5mm de diametro e 2mm de espessura. ApOs a prensagem, as
amostras foram tratadas termicamente por 2 horas a 715°C com uma taxa de aquecimento
de 3°C/min em atmosfera ambiente, as pastilhas prontas s&o mostradas na figura 6.
Denominamos as amostras de acordo com o intervalo de tamanho de particula: < 62,5um,
entre 93,0 - 125,0um e entre 180,0 - 250,0um.

Figura 6: Fotos do Vidro Borato Bioativo 60B5F2P e das pastilhas 60B5F2P-715 em diferentes tamanho
de particula. Imagem foi obtida por uma cadmera de smartphone e ao fundo papel milimetrado.
3.2 — Analise de tamanho de particula

A Anélise de tamanho de particula foi feita por um analisador de particulas
Bettersizer modelo Laser Particle Size Analyser Bettersizer S2-WD, utilizando o método

de espalhamento MIE equipado com uma fonte de exitacdo em 635nm, pertencente ao
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Grupo de Estudos Multidisciplinares do Ambiente (GEMA), da Universidade Estadual
de Maringa (UEM). O p6 previamente selecionado nos trés intervalos de tamanho de
particula, foi depositado no porta amostra em suspensao por ultrassom com agua destilada

por 2 minutos antes da analise. O resultado da medida é uma media de 3 varreduras.

3.3 - Andlise Térmica

A analise térmica foi realizada em um analisador termogravimétrico da Shimadzu
modelo DTG-60, pertencente ao Laboratério de Andlises Térmicas (LAT) da
Universidade Federal do Maranhdo — Campus Imperatriz (UFMA), em colaboracédo com
a Prof?. Dré, Franciana Pedrochi, a fim de determinar as temperaturas caracteristicas de
transicdo de fase das amostras. As medidas foram realizadas com o vidro pulverizado nos
trés intervalos de tamanho de particula em cadinhos de platina, com taxa de aquecimento
de 3°C/min de temperatura ambiente até 900°C, em atmosfera controlada por fluxo de

Nitrogénio com vazdo de 40ml/min.

3.4 — Difratometria de Raios-X (DRX)

A obtencdo dos difratogramas das amostras antes e pos imersdao em SBF foi feita
utilizando um difratdmetro de raios-X Shimadzu modelo XDR — 7000, pertencente ao
Grupo de Desenvolvimento e Inovagdo em Dispositivos Multifuncionais (GDDM), da
Universidade Estadual de Maringd (UEM), por meio da aplicagdo de radiagdo Ka vinda
do cobre, sobre tensdo de 35kV e 30mA de corrente. As amostras em pd, nos trés
intervalos de granulometria, foram dispostas em um porta amostra de vidro e cada medida

foi realizada em temperatura ambiente com passo de 0,3°/min de 7° a 65°.

3.5 — Espectroscopia Raman

Os espectros Raman foram adquiridos em um microscopio Raman Confocal Bruker
Optik GmbH, Ettilingen DEU modelo Senterra, pertencente ao Complexo de Centrais de
Apoio a Pesquisa (COMCAP), da Universidade Estadual de Maringa (UEM), com fonte
excitacdo laser em 532nm, poténcia nominal de 20 mW, sendo este focado na superficie

das amostras integras, antes e pos imersdo em SBF, utilizando uma lente de magnificagédo
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de 20x. Todas as analises foram realizadas em temperatura ambiente e cada espectro foi
obtido com a seguinte configuracdo: tempo de aquisicdo de 3s, resolucdo espectral de 3 a
5cm? no intervalo de 1800 a 300cm™, cada medida é a média de 30 varreduras. Todos 0s
espectros foram normalizados pelo vetor normalizacdo e submetidos a corre¢édo de linha

de base utilizando o software OPUS.

3.6 — Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier — Refletéancia
Total Atenuada (FTIR-ATR)

Os espectos foram obtidos a partir do pd das amostras, antes e pos imersdo em
SBF, por meio de um Espectrometro no Infravermelho com Transformada de Fourier
Bruker Optik GmbH, Ettilinger DEU modelo Bruker Vertex 70v FTIR, acoplado a um
acessorio de Reflectancia Total Atenuada (ATR) modelo Platinum ATR Unit A225 com
cristal de diamante, pertencente ao Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa
(COMCAP), da Universidade Estadual de Maringd (UEM). Os espectros foram obtidos
de 4000 a 400 cm com resolugao espectral de 4cm™, sendo cada espectro uma média de
128 varreduras. Todas as medidas foram realizadas a temperatura ambiente e 0s espectros
normalizados pelo vetor normalizacéo e submetidos a correcao de linha de base utilizando
o0 software OPUS.

3.7 — Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A anélise morfoldgica da superficie e da fratura das amostras antes e pds imersao
em SBF, foram realizadas utilizando um microscépio eletrdnico de varredura FEI modelo
Quanta 250, pertencente ao Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa (COMCAP) da
Universidade Estadual de Maringa (UEM). As amostras foram inicialmente metalizadas
com a deposicdo de pés de ouro em stubs e as imagens foram feitas em diferentes
ampliacBes provenientes do feixe de elétrons acelerado a 20keV. As analises de EDS
foram obtidas utilizando um sensor de energia dispersiva da Oxford Instruments modelo
AZtecOne.
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3.8 — Avaliacdo de Bioatividade (in vitro)

Os ensaios de bioatividade, in vitro, das amostras foram feitos a partir da imerséo
das pecas em SBF, preparado em acordo com o protocolo desenvolvido por Kokubo e
Takadama [34]. A Tabela 2 apresenta os reagentes e quantidades utilizadas. Os testes de
bioativadade séo realizados a fim de avaliar o crescimento de camadas de fosfato de

calcio, também chamada de apatitica, sobre a superficie do biomaterial.

O SBF foi preparado separando 700ml de agua ultrapura (Mili-Q®) em um béquer
plastico, posteriormente aquecido e mantido em 36,5°C por meio de um banho térmico.
Apos atingida a estabilidade térmica, os reagentes presentes na Tabela 2 foram
adicionados ao recipiente seguindo a respectiva ordem, de modo que o proximo reagente
seja adicionado a mistura apds o reagente anterior ter sido completamente dissolvido na
solucdo com o auxilio de um agitador magnético. Apoés a diluicdo de todos os reagentes
é adicionada agua ultrapura na solucéo até completar 2000ml, de modo que ela esteja
estabilizada a 36,5°C e pH em 7,4, aferidos com um pH-metro MS Tecnopon modelo
MPA 210. O fluido é entdo resfriado a temperatura ambiente e filtrado com filtro de
seringa Merk Millipore de 0,22um, e entdo armazenado em frasco plastico a temperatura
entre 6 e 10°C.

Tabela 2: Reagentes utilizados na producdo do SBF na ordem de dissolucdo [34].
Ordem Reagente Quantidade (g)

1 NaCl 8,035
2 NaHCOs 0,355
3 KCI 0,225
4 KoHPO4 3H20 0,231
5 MgCl, 6H.0 0,311
6 1.0M-HCI 39mi
7 CaCl; 2H20 0,387
8 Na2SO4 0,072
9 Tris 6,118
10 1.0M-HCI 0-5ml

Com o SBF preparado, as amostras foram colocadas em imersdo no SBF em tubos

plasticos do tipo Falcon, com capacidade de 50ml, suspensas por prendedores plasticos
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seguindo a proporcéo de 0,1ml de SBF para cada mm2 de area superficial da amostra. A

Figura 7 ilustra o posicionamento das amostras para imerséo.

Figura 7:1lustracdo da disposicdo da amostra em imersdo em SBF. Adaptado de [34].

As amostras em imersdo foram mantidas em banho térmico a 36,5°C nos periodos
de 0,25, 1, 4, 7, 14, 21 e 28 dias, sendo n = 3 para cada periodo de cada um dos grupos
experimentais. Apos cada periodo de imersdo as amostras foram retiradas, enxaguadas
gentilmente com agua ultrapura, secas em temperatura ambiente em placa Petri cobertas

por papel aluminio por um dia e armazenadas em dissecadores para analises futuras.

3.9 — Avaliacéo de pH e perda de massa

Os valores de pH da solucdo pds imersdo foram aferidos utilizando um pH-metro
MS Tecnopon modelo MPA 210, previamente calibrado com solugdes tampéo de pH 4,0,
7,0 e 10,0 com precisao de + 0,001, a temperatura de 36,5°C e precisdo de = 0,1, sendo
uma média de 3 amostras para cada tempo de imersao, para cada grupo experimental. A
perda de massa das amostras foi obtida por comparativo com a massa da amostra pré-
imersdo que foi aferida por uma balanga analitica Shimadzu modelo UW220D com
precisao de 0,1mg.

3.10 — Espectroscopia de Emissédo em Plasma de Micro-Ondas (MP-AES)

As analises de concentragdo de ions liberado nas solucdes apds imersdo das
amostras durante cada periodo, foi realizada em colaboragdo com o Professor Dr. Marcelo

Augusto Batista do Departamento de Agronomia da Universidade Estadual de Maringa
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(UEM). Foi utilizado um espectrémetro de emissdo em plasma de micro-ondas Agilent
Technologies modelo MP-AES 4200 por meio da utilizacdo da técnica de curva de
calibracdo utilizando amostras padrdes. Cada medida € uma média de trés aquisicoes de
3 segundos de exposicdo que foram obtidas apds 12 segundos de estabilizacdo. As
solucdes apds imersdo foram previamente diluidas em agua ultrapura, na proporcao de 1
de amostra para 20ml de agua e bombeadas utilizando uma bomba peristéltica com
rotacdo de 15RPM. Foram obtidas as concentra¢bes dos ions de Calcio (Ca) e Fésforo

(P), nos comprimentos de onda em: 445,478 nm e 213,618 nm, respectivamente.

3.11 — Avaliacao da viabilidade celular pelo método colorimétrico MTT

A avaliacdo da atividade citotoxica das vitroceramicas foi realizada em
colaboragéo com o Professor Dr. Celso Vataru Nakamura, Dr2. Nilma de Souza Fernandes
e a doutoranda Me. Karine Campos Nunes, do Laboratorio de Inovagéo Tecnoldgica no
Desenvolvimento de Farmacos e Cosméticos da Universidade Estadual de Maringa
(UEM). Foram utilizadas em ceélulas de pré-osteoblasticas, da linhagem MCT3T3-E1.
Para isso as células foram ressuspendidas a concentragdo de 2,5x10° células/ml em meio
a-MEM acrescido de 10% de SFB, adicionado 100ul nos pocos da placa de 96 pocos, e
incubadas por 24h a 37°C e 5% de CO». Os materiais testados foram solubilizados em
DMSO e diluidos em meio para as concentragdes 1000, 700, 400 e 100pg/ml. Em seguida
foram adicionados sobre a monocamada celular e incubados por 24h, nas mesmas
condicBes. Apb6s a incubacdo, foi adicionado 50ul. de solugdo de MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) a 2mg/ml. A placa foi incubada por 4 h a 37°C
com 5% de CO (protegido da luz) e adicionados 150uLL de DMSO. A leitura foi realizada
em leitor de microplaca BIO-TEK modelo Power Wave XS em 570 nm.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Parte | — Pré-Imerséo

Neste capitulo € abordado a caracterizag¢do das amostras antes de imersdo em SBF,
no qual sdo apresentadas as andlises de tamanho de particula, térmica, cristalogréfia,

espectroscopica e morfologica das amostras.

4.1.1 — Tamanho de particula

A anélise de tamanho de particula dos grupos experimentais (< 62,5 um), (93,0 —
125,0 pum) e (180,0 — 250,0 um) mostra uma distribuigédo de diferentes tamanhos, como
notado na Figura 8. A amostra com menor tamanho de particulas apresenta particulas
predominantemente entre 9 e 103 um de tamanho, o intervalo de relevancia de tamanho
de particula foi adotado de acordo com Cruz e Santos [8] sendo o intervalo que
compreende 90% da maior parte distribuicdo de tamanho de particula. Assim sendo, a
amostra com tamanho de particulas intermediario apresenta mais particulas de tamanhos
entre 60 e 201 um com tamanho médio em torno de 119 um obtido pelo método de ajuste
de LogNormal, e por fim a amostra com maior tamanho de particula tem predominancia
de tamanhos entre 118 e 342 um e tamanho médio de 191um. Assim sendo, as amostras
sdo denominadas de acordo com o intervalo de tamanho de particula, sendo P1 abaixo de
103 pm, P2 entre 60 e 201 um e P3 entre 118 e 342 um. Por apresentar mais de uma
concentracdo de tamanho de particula, a amostra P1 teve trés regides caracteristicas de

tamanho de particula, apresentando tamanho médio em 2, 6 e 75 um.

A presenca de particulas maiores ap0s a peneiracdo € justificada por consequéncia
do processo de pulverizacdo das amostras, que consiste na quebra de particulas por meio
de choques mecanicos, formando particulas de diferentes formatos de particulas que
podem atravessar as peneiras a depender da disposi¢do com que é depositada e agitada
para peneiramento. J& a presenca de particulas menores em meio as particulas maiores
sdo justificada devido a forgas de interacdo eletrostaticas que podem ser geradas durante
0 atrito entre as particulas tanto durante a pulverizagdo, quanto no processo de
peneiramento. Imagens obtidas via MEV das amostras peneiradas estdo no anexo ao final
deste trabalho exibindo as particulas em diferentes intervalos de tamanho de particula nas
Figuras Al, A2 e A3.
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Figura 8:Distribuigdo de tamanho de particula apds peneiramento em peneiras de faixas de mesh
conhecido, sendo: P3 entre 180 e 250 um, P2 entre 93 e 125 pym e P1 < 62,5 pm.

Apesar das amostras apresentarem particulas de mesmo tamanho em diferentes
intervalos de granulometria, devido a maior quantidade estar concentrada na faixa de
tamanhos das peneiras, pode ser dito que ha a diferenciacdo de tamanho de particula para
as amostras, sendo assim classificados nos trés grupos experimentais: P1 o grupo com
menor tamanho de particulas, entre 9 e 103 um; P2 tendo particulas entre 60 e 201 um e
P3 contendo o maior tamanho de particula que pode variar entre 118 e 342 um.

4.1.2 — Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A determinacdo das temperaturas caracteristicas de transicdo de fases do material
pode ser determinada por meio da utilizacdo da técnica de DSC. Na Figura 9 sdo
apresentadas as curvas termomeétricas das amostras P1, P2 e P3, em destaque as regides

onde ocorrem a transicao de fase do vidro 60B5F2P para cada faixa de granulometria.

A primeira temperatura caracteristica é transicdo de fase do vidro, também
chamada de transicao vitrea (Tg), que ocorre em aproximadamente 500°C, seguida da
temperatura de inicio da cristalizacdo (Tx ~ 620°C). Apoés a cristalizacdo, o vidro se

encontra em estado de liquido com alta viscosidade [11]. Estas temperaturas sdo
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caracteristica das propriedades intrinsecas do vidro, e por isso independentemente do

tamanho de particula, o que acarreta valores de temperaturas similares para P1, P2 e P3.
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Figura 9: Termograma do vidro bioativo 60B5F2P, em p6, nas granulometrias P1, P2 e P3, sendo
P1<P2<P3. Em destaque as regides de temperaturas caracteristicas de transi¢do de fase no vidro, as linhas
verdes sdo indicadores visuais.

Ha a presenca de um pico exotérmico, pico de cristalizacdo Tp, que apresenta
diferenca consideravel de temperatura nas trés amostras. Fatores experimentais, tais
como, massa das amostras, material que é feito o cadinho, rampa de aquecimento,
controle de atmosfera e tamanho de particula podem fazer com que estes picos sofram
deslocamento, pois ndo sdo caracteristicas intrinsecas do vidro. Todos os fatores
experimentais citados anteriormente foram iguais para todas as amostras, exceto o
tamanho de particula [43, 44]. Quanto menor o tamanho de particula, menor pode ser a
sua temperatura de pico, devido a maior area superficial [43], assim como é mostrado no
termograma, o vidro com menor tamanho de particula P1, tem a menor temperatura de
pico de cristalizacdo seguido do pico de cristalizacdo em P2 e logo apds P3. Ainda é
possivel observar dois picos endotérmicos, caracterizados como a temperatura de fusdo

ou decomposicdo de fases cristalinas formadas no material, sendo o primeiro pico Tmz
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seguido de Tm2. Materiais com dois picos de fusdo tem por caracteristica apresentar duas
ou mais fases cristalinas [42 — 44]. As temperaturas obtidas por meio dos termogramas
estéo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3: Caracterizagao térmica do vidro bioativo 60B5F2P, em pd, com diferentes tamanhos de
particulas obtidos a partir do termograma das analises de DSC. (T+5)°C e (AT£10)°C.

Amostra Tg (°C) Tx (°C) Te(°C) Tm1(°C) Tm2 (°C) AT (°C)

P1 ‘ 504 614 622 793 812 110
P2 ‘ 502 617 627 798 809 115

P3 ‘ 505 620 631 782 796 115
P1: 9 <d <103 um; P2: 60 <d <201 um; P3: 118 <d <342 um; d tamanho de particula e AT = Tx-Te.

A partir do termograma das amostras ¢ possivel obter a estabilidade térmica (AT)
do vidro, este resultado corresponde a estabilidade da estrutura vitrea do vidro, que para
os vidros borato deve ser maior que 70°C. A estabilidade térmica é obtida a partir da
diferenga Tx-Te [43]. A estabilidade térmica das amostras € em torno de 110°C,
mostrando que o vidro apresenta estabilidade vitrea e consequentemente melhor
resisténcia a nucleagdo e formagdo de fase cristalina, facilitando a manipulagéo para
obtencdo de vitroceramicas por meio de tratamento térmico [11, 42 — 44].

4.1.3 — Difratometria de Raios-X (DRX)

A caracterizacdo estrutural das amostras é feita utilizando a técnica de DRX, a fim
de identificar as fases cristalinas formadas no vidro apds tratamento térmico em 715 °C
(60B5F2P-715). Inicialmente foi obtido o difratograma do vidro 60B5F2P pulverizado e
peneirado em cada uma das faixas de tamanho de particula, como mostrado na Figura 10.
O difratograma do vidro apresenta halos, tipicos de materiais amorfos, o que determina a
natureza desordenada da estrutura dos vidros, confirmando a estrutura vitrea do material
antes do tratamento térmico [45]. Os difratogramas também mostram que a pulverizacéo
do vidro por meio de chogue mecénico, bem como o peneiramento, ndo causaram
reorganizacdo estrutural do vidro, que permanece apresentando os halos amorfos

independente da faixa de tamanho de particula utilizados neste trabalho.
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Figura 10:Difratograma de Raios-X do vidro bioativo 60B5F2P em diferentes faixas de tamanho de
particula P1 (9 - 103 um), P2 (60 - 201 pm) e P3 (118- 342 pum).

Os difratogramas das pecas, pulverizadas, de vitroceramica 60B5F2P-715 com
tamanhos de particula P1, P2 e P3, estdo apresentados na Figura 11, na qual se nota picos
de difracdo bem definidos, atestando que a temperatura utilizada para o tratamento, de
715°C, induz a nucleacdo e a cristalizacdo do material, essa informacéo atrelada as
analises de DSC da amostra, afirmam que nesta temperatura o vidro se torna cristalino

apresentando uma estrutura molecular organizada e periddica.

Ainda, a partir da analise dos difratogramas das amostras, € possivel a indexacéo
das fichas cristalograficas padrdo, provenientes da base de dados ICDD (International
Center for Diffraction Data) [46]. Para estimar o percentual de cada fase cristalina
indexada foi utilizado o método de Razdo das Intensidades de Referéncia, do inglés,
Reference Intensity Ratio (RIR), baseado na avaliacéo da intensidade de difracéo da fase
ndo caracterizada com base na difracdo de um material usado como referéncia I/Ic, na

maioria das vezes o material referéncia é o corindon [47].

Em estudo anterior Gibin [41], que utilizou a vitroceramica 60B5F2P-715
mostrou a presenca de trés fases cristalinas predominantes: Pentaborato de Sédio e Célcio
(CaNaBs0Qy), Pentaborato Trissédio de Calcio (CaNasBsOi10) e Fluorapatita (FA)

(Cas(PO4)sF), cujas fixas cristalograficas correspondem, respectivamente, JCDPS # 078-
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0294, JCDPS # 078-0295 e JCDPS # 071-0881 [40, 41]. O tratamento de matrizes vitreas
a base de boro, sodio e célcio pode apresentar polimorfismo de mais fases cristalinas [48].
No atual estudo as mesmas fases foram indexadas para trés intervalos de tamanho de

particula.
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Figura 11:Difratograma das amostras P1, P2 e P3 com indexag&o das fases CaNaBsOy (JCDPS # 078-
0294) em roxo, CaNa3Bs01o (JCDPS # 078-0295) em verde e FA (JCPDS # 071-0881) em laranja. Os
graficos circulares mostram a anélise semiquantitativa utilizando o método RIR.

Por meio do método RIR foi estimada a presenca de 69% da fase CaNaBs0y, 21%
de CaNazBsO10 e 10% de Cas(POa4)sF para P1, 73% de CaNaBs0y, 22% de CaNazBsO10
e 5% de Cas(PO4)sF para P2 e 68% de CaNaBsOg, 23% de CaNasBsO10 € 9% de
Cas(PO4)sF para P3. Independente da granulometria P1, P2 e P3 apresentam as mesmas
fases cristalinas, com percentuais muito proximos, indicando que diferentes tamanhos de

particula ndo induzem a formagé&o de novas fases.

Mona A. e colaboradores [49] produziu vitroceramicas de vidros borato bioativos
com diferentes propor¢oes de 0xidos em temperaturas proximas de 700°C, e mostrou a
formacéo das fases CaNaBsOg e CaNasBsO10, além das fases de B.Ca>0Os e CaB204 e

fases de fosfato de célcio e fosfato de sédio. As fases cristalinas de fosfato foram
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consideradas secundarias adicionais e oriundas da adi¢do de pentoxido de fosforo como

agente modificador de rede.

Fases cristalinas secundarias podem se converter para fases primarias a depender
do tratamento térmico, Sener, S. e colaboradores [50] estudaram a decomposicéo de fases
amorfas e cristalinas de ulexita, um mineral natural composto principalmente por boro,
calcio e sadio, em funcdo do tratamento térmico, e observou que a fase CaNaBsOg se
decompde para fase de CaB2O4. Além disso, a formacéo da fase CaNazBs010 surge devido
a adicdo do pentoxido de fosforo como denotado por Yao, A. e colaboradores [51] que
menciona que a quantidade dessa fase formada cresce em conjunto com a quantidade de

P05 que € adicionado no material.

4.1.4 — Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman fornece informacg6es de grupos quimicos de materiais,
desde que sejam Raman ativos, podendo ser utilizada como uma técnica de caracterizagédo

de materiais com estrutura vitrea e cristalina.

A Figura 12 apresenta os espectros Raman das amostras P1, P2 e P3 comparado
ao do vidro 60B5F2P (peca). E notado que a pulverizacdo e peneiramento do vidro ndo
afetam suas caracteristicas espectrais. Assim sendo, os dados obtidos tanto pela
espectroscopia Raman quanto pela técnica de DRX e analise e caracterizagdo térmica
mostram que os tamanhos de particulas estudados neste trabalho ndo prejudicam a

estrutura vitrea do material.

O 6xido de boro em estado vitreo apresenta bandas caracteristicas conhecidas, as
quais sdo atribuidas principalmente as superestruturas do material, como metaboratos,
anéis boroxol, entre outros [52, 53]. A banda mais intensa centralizada em 764 cm™ é
atribuida ao modo vibracional de formacéo do tipo abano dos aneis boroxol, assim como
a banda centrada em 639 cm!, estes anéis sdo formados a partir de estruturas unitarias de
metaborato devido a adi¢do de 6xidos modificadores na matriz do vidro [54]. Além disso,
bandas relacionadas ao modo de abano simétrico de ligacdes de B-O em 1467, 1316 e
520 cm™ sdo atribuidas as estruturas trigonais do boro, enquanto a banda centrada em

1096 cm™ é associada a grupos diborato presentes na estrutura do material [55].
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A presenca do pentoxido de fosforo na matriz vitrea do vidro borato, além de
otimizar a resposta bioativa do material, também é responsavel pela reestruturacéo
molecular. Saranti e Colaboradores [56] relatam o surgimento de um ombro em
aproximadamente 1000 cm™ devido & adicéo de fosforo, bem como, a banda centrada em
943 cm™ que é atribuida a0 modo de estiramento simétrico de P-O de unidades de
ortofosfato (vPOa). A presenca do fésforo e do fluoreto de célcio (CaF2) no material sdo
responsaveis pela formacdo de fluorapatita em vitrocerdmicas obtidas por tratamento

térmico a partir da matriz vitrea utilizada neste trabalho [39, 41].
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Figura 12: Espectros Raman das amostras com diferentes tamanhos de particula P1, P2 e P3 (P3>P2>P1)
e do vidro 60B5F2P (peca).

A Figura 13 apresenta os espectros do vidro apds tratamento térmico a 715 °C,
nos quais é notado picos bem definidos, caracteristicos de materiais cristalinos com
estruturas periddicas e organizadas. E possivel observar também que néo ha diferencas a
respeito das informagGes vibracionais entre as amostras produzidas da vitrocerdmica

60B5F2P-715 com diferentes tamanhos de particulas.

A partir das fases cristalinas indexadas por meio da técnica de DRX foram
identificados picos caracteristicos das mesmas fases CaNaBsOy [41], CaNasBsO10 [60] e
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fluorapatita RRUFF #R040098-3 [61], além da CaB»04 [62], ndo indexada por DRX,
possivelmente por ser uma fase cristalina secundaria em pequenas quantidades,
decorrente da degradacéo da fase de Pentaborato de Célcio e Sodio [51].

As fases CaNaBsOg, CaNasBsOi0 e CaB»0; sdo formadas por unidades
tetraédricas e trigonais de BO que possuem modos vibracionais de estiramento e
deformacgdo em todo o intervalo espectral estudado. A banda centrada em 764 cm™ no
vidro é substituida por trés picos bem definidos em 778, 761 e 744 cm™ associados a
estiramento simétricos de B—O correspondentes a tetraboratos, e as deformacdes
referentes a essa estrutura formada por boro sdo encontradas na regido entre 400 e 600
cm™. As bandas centradas em 1494, 937 e 571 cm™ séo atribuidas a estiramentos de B—
O livre de anions de [BOs]* [63]. Ainda, autores como Egorysheva e Jun atribuem
deformagcdes, dentro e fora do plano, as regides entre 800 e 650 cm™ e 500 e 600 cm™?,
respectivamente, a grupos formados por estruturas trigonais de boro, enquanto entre 859
e 960 cm™? podem ser encontrados bandas associadas a estiramentos simétricos e

assimétricos na regido entre 1450 e 1100 cm™ dessas estruturas [64, 65].
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Figura 13: Espectros Raman ap0s tratamento térmico em 715 °C das amostras 60B5F2P, P1, P2 e P3 com
a indexacao das fases cristalinas: Fluorapatita (laranja) RRUFF #R40098-3[61], CaNaBsOg em roxo [41],
CaNa3Bs010 em verde [60] e CaB,0O4em rosa [62].
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Os picos centrados em 938 e 921 cm™ séo atribuidos a grupos pentaboratos [52] e
em 962 cm™ ha um pico bem definido referente ao modo vi de unidades de fosfato da
fluorapatita (viPOs). Ja as bandas centradas entre 1100 e 1000 cm™ sdo referentes a
estiramentos assimétricos dos modos vz das unidades de ortofosfato. Outros modos
vibracionais relativos a fluorapatita podem estar sobrepostos por bandas associadas as
estruturas formadas por boro, como o ombro formado na banda centrada em 575 cm™ que
se refere a grupos diborato isolados, mas também a modos vibracionais de estiramentos
nos modos normais v4 de ortofosfato da fluorapatita que se encontram em torno de 570
cm? [57 - 59].

O uso da espectroscopia Raman como ferramenta para a caracterizacdo da
estrutura molecular das amostras foi de grande auxilio para a sustentacao das analises dos
difratogramas de raios-X. E empregando a espectroscopia no infravermelho pode-se

expor informagdes complementares sobre a estrutura do material estudado[66].

4.1.5 — Espectroscopia no Infravermelho por transformada de Fourier

A Figura 14 apresenta o espectro de FTIR-ATR do vidro bioativo 60B5F2P e das
amostras P1, P2 e P3 antes do tratamento térmico, na qual nota-se que o processo de
pulverizacdo por meio de choque mecanico e peneiramento ndo afetam a estrutura vitrea

do material, tal como nas técnicas de andlises anteriores.

O espectro do vidro apresenta trés bandas largas (I, 11 e I11) e um ombro na regido
entre 600 e 500 cm™ (1V), como mostra a Figura 7. Segundo Manupriya e Colaboradores
[67] aregido IV aparece devido a adigdo de P.Os a matriz vitrea que é atribuido aos modos
de vibracdo de deformacdo do tipo abanos das ligagdes de P—-O—P de grupos tetraedrais
de POa.

A regido | que fica entre 1500 e 1200 cm™ é caracterizada por estiramentos de
ligacGes de B—O de unidades trigonais BO3 de grupos de metaboratos [33]. Ja as regides
Il e 111 sdo atribuidas as unidades de BO4 responsaveis por formar estruturas de diboratos,
triboratos, tetraboratos e pentaboratos, sendo a primeira pertinente de estiramentos de
ligaghes de B-O e a segunda associada a deformagfes dos modos vibracionais desses
grupos [67, 68].
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Figura 14: Espectro FTIR-ATR do vidro biativo 60B5F2P e das amostras em diferentes tamanhos de
particula P1, P2 e P3 (P3>P2>P1).

Os espectros das amostras P1, P2 e P3 e do vidro bioativo ap6s o tratamento
térmico em 715°C sdo mostradas na Figura 14 novamente o processo de pulverizacao e
peneiramento utilizados neste trabalho ndo ocasionou mudancas espectrais a

vitroceramica.

A Figura 15 também mostra a indexacdo das fases cristalinas observadas nas
técnicas de DRX e Raman: CaNaBsOg em roxo [41], CaNazBsO10 em verde [60] e
fluorapatita em laranja [61], aléem da fase CaB20s4 [62] em rosa, que assim como na
espectroscopia Raman se mostrou presente na estrutura cristalina das amostras tratadas
termicamente, apesar de ndo ser indexada ao DRX por ser uma fase secundaria. A amostra
60B5F2P-715 apresenta picos definidos, tais como em 1385, 1336 e 1256 cm™, regido
atribuida a grupos trigonais de boro com modos de vibracdo de estiramentos de boro e

oxigénio [69].

A regido entre 1200 e 800 cm™ é tipica das unidades de BO4 e BO3 com picos
centrados em 943 e 1130 cm™ associados a estiramentos assimétricos de B—O de grupos
diboratos [63]. Ainda nessa regido é possivel observar bandas associadas a FA, como a

centrada em 1095 cm™ associada ao estiramento dos modos vs dos grupos de fosfatos
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[58]. A fluorapatita também apresenta picos referentes aos modos vibracionais vi de P—
O em 962 cm™ pico que ndo é notado no espectro da cerdmica obtida por meio de
tratamento térmico do vidro borato devido a grande presenca de modos vibracionais
atribuidos as formacdes de grupos boratos que podem ter sobreposto o pico associado a
FA. Além disso a fluorapatita também apresenta picos em 603 e 561 cm™ atribuidos a

deformacéo de grupos fosfato [58].
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Figura 15: Espectros FTIR-ATR ap06s tratamento térmico em 715 °C das amostras 60B5F2P, P1, P2 e P3
com a indexacao das fases cristalinas: Fluorapatita (laranja) RRUFF #R40098-3[61], CaNaBsOgem roxo
[41], CaNasBsO1o em verde [60] e CaB204em rosa [62].

Por fim, a regido Ill de comprimentos de onda menores que 800 cm™ ¢
predominante a presenca das bandas a deformacéo de ligagdes de B—O de grupos trigonais
de boratos com a adicao de picos atribuidos as deformac6es de grupos fosfatos como ja

mencionado acima, que antes originava o ombro formado em torno de 550 cm™ [60].

Logo, as andlises por espectroscopia FTIR-ATR corroboram com as
interpretacdes dos difratogramas de raios-X e 0s espectros Raman, as quais mostram que
a estrutura molecular da vitroceramica obtida a partir do tratamento térmico do vidro

borato bioativo ndo apresenta variagdes com a mudanca da faixa de tamanho de particula
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utilizados neste trabalho. Para avaliar a morfologia das amostras foi realizada microscopia

eletronica de varredura, apresentada a seguir.

4.1.6 — Anélise morfologica por Microscopia Eletrénica de Varredura

A fim de avaliar a morfologia das amostras P1, P2 e P3 foram obtidas as imagens
de superficie e fratura do material utilizando a técnica de MEV, com diferentes

ampliacGes das mais diversas regides das amostras.

A Figura 16 apresenta as imagens das superficies das amostras P1, P2 e P3 apds
o tratamento térmico, observa-se a formacdo de poros, sendo em P1 menores em
comparativo com as amostras P2 e P3, porém na amostra P2 é notado uma menor
quantidade de poros. J& a amostra P3 apresenta poros maiores e em grande quantidade
quando comparado as superficies de P1 e P2. A formacgdo de poros em vitroceramicas
segundo Mihailova e Miller [70, 71], se d& devido ao processo de cristalizacdo do p6 de
vidro o que forma nos materiais com grande densidade relativa e polimorfismo de fases

cristalinas.

A Figura 17 apresenta as micrografias da fratura feita nas amostras P1, P2 e P3
tratadas termicamente. Nas amostras P1 e P3 sdo notadas fissuras entre poros indicando
interconexdo entre as cavidades formadas no processo de cristalizacdo. J& a amostra P2,
apesar de apresentar porosidade, ndo foi observado cavidades interconectando o0s poros,
além de exibir poros menores quando em comparagdo com as amostras P1 e P3. Durante
0 aquecimento do vidro, apos ultrapassar Te 0 material passa a diminuir sua viscosidade
e passa a apresentar propriedades de fluido, passando a escorrer de forma bem vagarosa.
A cristalizacdo interrompe esse processo e o0 material fica estatico, neste ponto o fluido
passa para a fase cristalina e € desenvolvido o polimorfismo no material, assim como as

cavidades que posteriormente sdo responsaveis pela formacédo de poros nas amostras [70].

A interconexdo de poros nas amostras se assemelha a scaffolds, que apesar de ndo
ser 0 objetivo de formar essa morfologia € um bom indicativo para a adesdo de camadas
apatiticas e adesdo de tecidos bioldgicos. Além disso, é indicado que para melhor
condutividade celular, crescimento 6sseo e vascularizagdo, os poros devem apresentar
tamanho em cerca de 100um, enquanto as interconexdes podem variar em tamanho sendo

necessario ao menos 40um de espessura [72].
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Figura 16: Micrografias das superfl'ciles das amostras P1, P2 e P3 ap0s o tratamento térmico em 715 °C
obtidas via MEV, os circulos vermelhos s&o indicadores visuais.

A amostra P3 apresenta melhor essas caracteristicas, como é visto na micrografia
da superficie da pastilha, Figura 15, em que sdo notados poros que podem variar entre
150 pm a 50 pum. A amostra apresenta também boas interconexdes, com tamanhos
favoraveis ao crescimento celular da mesma forma que P1, apesar de superficialmente
terem poros reduzidos, menores que 50 um. Ja a amostra P2 apresenta poros com cerca
de 100um, que internamente ndo apresentam conexdo entre poros, 0s quais diminuem

notavelmente de tamanho.
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Figura 17: Micrografias das fraturas das amostras P eP3 apos tratamento térmico em 715 °C
obtidas via MEV, os circulos vermelhos sdo indicadores visuais.

Passando pelas andlises de caracterizagdo térmica, difratometria de raios-X,
caracterizagdo por espectroscopia Raman e FTIR-ATR, os dados se completam com a
analise morfoldgica dos biomateriais produzidos com diferentes tamanhos de particula.
Estas analises, antes do teste de bioatividade in vitro, sdo de grande valia para o0 melhor
entendimento de possiveis variages na bioatividade, devido a diferentes tamanhos das

particulas no biomaterial.
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4.2 — Parte Il — Pos- Imersao em SBF

Neste capitulo sdo apresentados aos resultados e analises das ap6s a imersdo em
SBF, por meio da avaliacdo de variacdo de pH, perda de massa, anélise de ions,
morfoldgica, cristalografica e espectroscopica.

4.2.1 — Avaliacdo de pH, perda de massa e analise de ions

O processo de formacdo de camadas apatiticas em materiais bioativos consiste
principalmente na liberacdo de ions provenientes da amostra em meios bioldgicos,
podendo esses meios serem simulados, in vitro, ou in vivo, ocasionando a degradagéo do
material que posteriormente é substituido por uma camada superficial de fosfato de célcio.
A liberacdo de ions provoca a degradacdo do material, 0 que pode levar a perda de massa
da amostra além do aumento do pH da solucdo. As Figuras 18A e 18B, mostram a
variacdo de pH e o percentual de perda de massa, respectivamente, em fungédo do tempo
de imersdo em SBF para as amostras P1, P2 e P3. Ja nos primeiros dias de imerséo nota-
se um aumento nos valores de pH para as trés amostras atingindo estabilidade a partir de

7 dias de imersdo. O mesmo comportamento é notado na perda de massa para as trés

amostras.
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Figura 18: Variacéo do pH da solucdo de imersdo (A) e do percentual da perda de massa (B) em fungéo
do tempo de imersdo para as amostras P1, P2 e P3.

As Figuras 19A e 19B mostram as variagdes dos ions Ca e P, respectivamente, em
funcéo do tempo de imers&o nas amostras P1, P2 e P3. E possivel observar uma tendéncia
de aumento para o Ca e uma diminuicdo para o P. Estes dois elementos sdo essenciais

para a formacao da camada de fosfato de calcio sobre a superficie dos vidros bioativos.
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O aumento do pH esta correlacionado a liberacdo de ions para 0 meio de imerséo,
decorrente da lixiviagao da superficie do biomaterial, assim provocando a dissociacao de
fons de sua estrutura, tais como célcio, sodio e fluor. O célcio e o fosforo sdo ions que
participam da formacdo de camada apatitica sobre a superficie do material, por meio das

trocas idnicas do biomaterial com o meio de imersao.

As amostras P1, P2 e P3 apresentam, de modo geral, comportamentos similares
com relacéo as variacoes de pH e concentracdo dos ions de P e Ca na solucao de imerséo,
bem como para perda de massa ao longo do periodo de imersdo. As amostras
apresentaram estabilidade de pH e perda de massa apds 7 dias de imersdo, e a
concentracédo de ions de fosforo, Figura 19B, diminui com o tempo de imersdo sugerindo
que a troca idnica entre as amostras e o fluido ocorre de forma com que a dissociacdo da
ceramica bioativa é substituida pela camada apatitica, justificando a estabilidade da perda

de massa da amostra.

A amostra P2 apresenta maiores valores para perda de massa e pH em 14 dias que

é justificada pela liberacdo de ions de célcio, Figura 19A.
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Figura 19: Concentracdo de ions de A) Calcio (Ca); B) Fosforo (P); na solugdo em funcdo do tempo de
imersdo das amostras P1, P2 e P3.

4.2.2 - MEV e EDS

A formacgéo da camada apatitica nas amostras tambeém pode ser evidenciada por
meio da analise de EDS nas superficies das amostras, podendo ser estimada a razdo Ca/P,
por meio da concentragdo, em massa, dos ions Ca e P identificados pela técnica, € notado
pela Figura 20 que a razdo Ca/P diminui em fung&o do tempo de imers&o, relacionando a
diminuig&o de ions de fosforo e estabilidade de ions de célcio no fluido com a formagéo

de camada no material, assim, o aumento de fésforo na superficie das amostras forma a

53



camada apatitica por meio da migracéo de fosforo do fluido para a amostra se ligando aos
ions de célcio formando fosfatos de célcio. Com exce¢do da amostra P2 que apresenta
estabilidade da razdo Ca/P justificada pelo aumento da concentragdo de ions de célcio no
fluido, Figura 19A.

A razdo Ca/P é também um pardmetro para avaliagdo de formacdo de camada de
ACP, indicando biocompatibilidade, absorcdo e interacdo com o meio bioldgico do
material. E esperado que a razdo Ca/P das amostras ap6s imerséo fique entre 1,2 e 2,2
valor que equivale a razdo do composto biolégico de fosfato de calcio amorfo (ACP), que
na sua forma cristalina apresenta 1,67 de Ca/P, neste estado a camada ganha o nome de
hidroxiapatita (HA) [73, 74]. As amostras P1 e P2 passam a apresentar estabilidade dos
valores ideais a partir de 14 dias de imersdo indicando uma rapida interacdo com o meio.
Enquanto a amostra P3 apresenta valores correspondentes as de ACP a partir de 21 dias
de imersdo, esse comportamento pode ser justificado devido a amostra P3 apresentar
maior interconexao entre 0s poros, como discutido anteriormente na se¢do de analises
morfoldgica das amostras antes de imersdo em SBF, aumentando a superficie de contato
da amostra com o fluido e por consequéncia maior interacdo e troca ibnica com o meio.
Valores fora da regido caracteristica da ACP sugerem dinamicas diferentes de formacéo
de camada para as amostras durante o periodo de imersdo, podendo ser necessario
diferentes tempos para a nucleacdo e estabilizacdo de crescimento de camadas apatiticas
nas amostras, podendo apresentar instabilidade nos primeiros periodos justificado pela
intensa troca ionica que ocorre nos primeiros dias de imersdo conforme mostram as

analises de mudancas de pH e perda de massa anteriormente discutidas.

A Figura 21 exibe as imagens obtidas via MEV das superficies das amostras P1,
P2 e P3 pos imersdo em SBF. A partir do primeiro periodo de imersdo ja sdo notadas
mudancas morfoldgicas nas superficies das amostras, como a formacdo de rachaduras,
indicando o inicio da precipitacdo e mineralizacdo da camada apatitica, a qual evolui com
o decorrer do tempo em imerséo [75, 76]. As imagens mostram regides ndo cobertas pelas
rachaduras até 7 dias de imersdo como destacado pelas setas na Figura 21, indicando o

progresso do crescimento da camada nas trés amostras.
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Figura 20: Raz8o Ca/P das amostras P1, P2 e P3 em funcdo do tempo de imersdo obtidas a partir da
analise de EDS. A faixa hachurada indica a regido a qual o valor da razdo Ca/P correspondente aos
valores da razdo do composto ACP.

A partir de 14 dias as amostras estdo completamente cobertas pelas rachaduras
apontando que as interagdes superficiais com o fluido atingem um regime de saturacgao a
partir desse periodo de imersdo. A partir deste mesmo periodo foi observado, por meio
das andlises das curvas de pH e perda de massa um regime de estabilizacdo, comprovando
que a formacdo superficial da camada de fosfato de célcio depende das trocas idnicas

entre o meio de imersdo e as amostras.

Excepcionalmente, a amostra P2 apds 14 dias de imersdo mostra poucas regides
com rachaduras, mostrando que a camada antes aderida a amostra nos primeiros periodos
de imersdo foi perdida, levantando a hip6tese que a mesma tenha se desprendido da
amostra e se dispersado no fluido, o que acarretou no aumento de pH e perda de massa
da amostra, bem como, a tendéncia de aumento de ions de calcio nesse periodo como
apresentado na secdo anterior. Voltando a apresentar nucleacbes e rachaduras na
superficie a partir de 21 dias de imersdo, assim como nas amostras P1 e P3, demonstrando

estabilidade a partir desse periodo.

A morfologia das fraturas das amostras apos imersao € exibida na Figura 22, a
amostra P1 passa a exibir precipitacdo na parte interna do material apos 7 dias de imersao,

a partir desse periodo € notado crescimento de camadas apatiticas internas na amostra,
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que passa a apresentar rachaduras caracteristicas de formacéo de camadas. Do mesmo
modo a amostra P2 apresenta as mesmas caracteristicas a partir de 14 dias de imers&o,
indicando que a porosidade e interconexdo dos poros das amostras influenciam na

dindmica de formacdo de camada no interior das amostras.

A amostra P3 passa a apresentar precipitacdo de fosfato de célcio a partir de 4 dias
de imersdo, indicando maior abertura e interconexao entre 0s poros, 0 que permite maior
permeacéo do fluido na amostra, aumentando a interacdo, justificando a razdo Ca/P desta
amostra ser mais elevado para os primeiros dias de imersdo. Porém, assim como as
amostras P1 e P2, a amostra P3 apds os 28 dias de imersdo tem as mesmas caracteristicas
da superficie das demais, indicando que a interconexdo porosa das amostras possibilita
maior interacdo com o0 meio e consequentemente podendo ser absorvidas ou até mesmo

substituidas pelos tecidos da matriz a qual esta submetido.

As andlises das micrografias das amostras mostram que ap6s a imersdo em SBF
as amostras apresentam boa interconexdo entre poros, 0 que colabora para a adesdo das
amostras em tecidos bioldgicos, além de apontar a conversdo da amostra em ACP,
comprovando resposta bioativa positiva das amostras. A amostra P3, por apresentar maior
interconexdo porosa, pode ser classificada morfologicamente como ideal para aplicacfes
diretas devido ao processo capilar expressivamente curto quando em comparagdo com as
outras amostras, seguida da amostra P1 e por ultimo a amostras P2, que apresentou
estrutura rigida e grande adesdo entre as particulas, consequentemente, porosidade mais
fechada, dificultando a permeacdo do fluido acarretando uma interacdo interna mais
atrasada. Em seguida é apresentado a andlise da estrutura molecular das amostras ap6s
imersdo em SBF utilizando as técnicas de DRX, espectroscopia no infravermelho e

Raman e a viabilidade celular das amostras.
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Figura 21: Micrografias das superficies das amostras P1, P2 e P3 em fung¢éo do tempo de imersédo em
SBF. As setas vermelhas sdo indicadores visuais mostrando o inicio de formacao de camada na superficie
das amostras.
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Figura 22: Micrografia das fraturas das amostras P1, P2 e P3 em funcdo do tempo de imersdo em SBF. As
setas vermelhas sdo indicadores visuais mostrando as formacdes de camadas apatiticas no interior das
amostras.
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4.2.3 - DRX

A camada formada sobre a superficie das amostras P1, P2 e P3, ap06s todos 0s
periodos das pecas em imersdo em SBF, também foram avaliadas por meio das técnicas
de DRX e espectroscopia Raman e FTIR.

Na técnica de DRX foi raspada a camada mais superficial de todas as amostras,
deste modo minimizando a contribuicdo da vitrocerdmica sob a camada, e entdo obtidos
os difratogramas das amostras P1, P2 e P3 e as indexacdes das fases cristalinas
CaNaBs0g, CaNazBsO10 e FA que estdo mostradas nas Figuras A4, A5 e A6,
respectivamente no apéndice A. Estas fases foram as mesmas indexadas nas amostras sem
imersdo em SBF, mostrando que a producdo dos biomateriais com diferentes
granulometrias ndo altera sua composicdo. Utilizando o método RIR foi feita a analise
semiquantitativa das fazes encontradas nos difratogramas, na Figura 23 € exibido o

percentual de cada fasa cristalina em fungédo do tempo de imerséo.

A fase CaNaBsOg se mostrou presente nas amostras em maior quantidade, em
todos os intervalos de tamanho de particula e em praticamente, todos os periodos de
imersdo, j& as fases CaNa3zBsO10 e Fluorapatita apresentam uma tendéncia de diminuicao
em funcdo do tempo de imersdo, isso ocorre devido estas fases serem mais sollveis em
meios aquosos, assim a amostra ap0s imersao passam a apresentar maiores quantidades
da fase CaNaBsOg [77, 78].

60B5F2P-715 - P1 60B5F2P-715 - P2 60B5F2P-715 - P3
10% 7% 2% 5% 3% 6% 7% 3% 5% 7% 8% 8% 8% 9% 9% 2% 9% 9% 5% 6% 7% 3% 6% 5%

0 025 1 4 7 14 21 28 0 025 1 4 7 14 21 28 0 025 1 4 7 14 21 28
Tempo de imersédo (Dias) Tempo de imersdo (Dias) Tempo de imersdo (Dias)

I CaNaB,O,

I caNa,B.0,, Fluorapatita

Figura 23: Quantidades das fases A) CaNaBsOg; B) CaNazBs0,0 e C) Fluorapatita em funcéo do tempo de
imers&o obtida pelo metodo RIR.

4.2.4 — Espectroscopia Raman

As medidas com a espectroscopia Raman foram realizadas na pega integra, sem a

necessidade de raspar a camada superficial, uma vez que o0 equipamento é equipado com
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um microscopio confocal. Os espectros Raman de todos os tempos de imersdao em SBF
para as amostras P1, P2 e P3, com a indexagéo das fases cristalinas estdo mostrados na
Figura 24. Foi possivel indexar as mesmas fases cristalinas observadas por meio da
técnica de DRX, alem da fase CaB20a4.

E notado que as bandas antes associadas a anions livres de [BOs]* [62, 63],
centradas em 1494, 937, 803 e 571 cm™, apresentam reducdo em intensidade no periodo
avaliado, evidenciando novamente a maior solubilidade das fases cristalinas com boro em
SBF, tal como visto por meio das analises de DRX. As bandas em 1494, 937 e 571 cm™
foram indexadas como pertencentes a fase CaNasBsO10 [60] € em 803 cm™ da fase
CaB,04 [62], além dos ombros em 1510 e 1480 cm™. Apesar de algumas sobreposicdes
de bandas fase CaNaBsOg [41] com as demais fases presentes nas amostras, é possivel
observar que as bandas centradas em 923, 779, 764, 743, 696, 65, 562, 514, 493 e 448
cm? atribuidas a esta fase ndo apresentam variagBes espectrais significativas. Estes
resultados indicam que a fase CaNaBsOg € menos soluvel que as fases CaNazBsO1 €
CaB>0g4, e por isso em maior quantidade, conforme os resultados pelo método RIR obtido
por meio da técnica de DRX. A fase Fluorapatita é evidenciada pela banda viPOs* em
965 cm™ [61]. Na Figura 8 estdo destacadas as bandas das fases CaNasBsO10 € CaB204
que diminuem em funcdo do tempo de imersdo. As Figura 25, 26 e 27, para as amostras
P1, P2 e P3, respectivamente, mostram ampliagOes das regides com mudangas espectrais

gue evidenciam as alterac6es supracitadas para melhor visualizacéo.

A fase CaNa3BsO1o, a qual é estruturada por anéis de seis membros formados por
unidades trigonais de BOs ligados por grupos tetraedrais de BO4 [79], e a fase CaB204
constituida por uma rede tridimensional infinita de unidades de BO3 [80], sendo uma fase
cristalina secundaria, possivelmente em percentual baixo, e por isso ndo indexada nos
difratograma. Segundo Marzouk e colaboradores, fases de boro contendo unidades de
BO3 em abundancia tendem a serem mais solGveis em meios aquosos [77]. Ainda, é
possivel observar a formagdo de um ombro em 581 cm™ que antes era sobreposto pela
banda centrada em 571 cm™ atribuida as ligagGes de unidades trigonais de borato que
foram solubilizadas no meio de imersdo este ombro pode ser associado aos modos

vibracionais v4 da Fluorapatita [57].
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Figura 24: Espectros Raman das amostras (A) P1, (B) P2 e (C) P3 nos periodos 0, 0.25, 1, 4,7, 14,21 e
28 dias de imersdo com a indexacédo das fases cristalinas: Fluorapatita (laranja) RRUFF #R40098-3[61],

CaNaBsOg em roxo [41], CaNasBsO10 em verde [60] e CaB.0.em rosa [62]. As linhas tracejadas e

hachuradas destacam as mudancas espectrais nas fases CaNasBsO10 € CaB204; t = 0 indica a amostra sem

imersdo em SBF.
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Figura 25: Espectros Raman da amostra P1 nos periodos 0, 0,25, 1, 4, 7, 14, 21 e 28 dias de imersdo
destacando os picos atribuidos as unidades trigonais de BOs.
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Figura 26:Espectros Raman da amostra P2 nos periodos 0, 0,25, 1, 4, 7, 14, 21 e 28 dias de imerséo
destacando os picos atribuidos as unidades trigonais de BOs.
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Figura 27: Espectros Raman da amostra P3 nos periodos 0, 0,25, 1, 4, 7, 14, 21 e 28 dias de imersdo
destacando os picos atribuidos as unidades trigonais de BOs.

4.2.5 — Espectroscopia FTIR-ATR

Para as analises via espectroscopia FTIR-ATR foi utilizada a camada formada
sobre a superficie de cada uma das amostras, em todos 0s tempos de imersdo em SBF. A
Figura 28 mostra os espectros de FTIR-ATR e as indexagOes das fases cristalinas
observadas. Foi possivel indexar as mesmas fases cristalinas obtidas por meio da

espectroscopia Raman.

Nota-se reducédo ja em 0,25 dias das bandas centradas em 1384, 1425 e 1461 cm”
1 atribuidas as fases CaNasBsO10 e CaB204 [60, 61], além do deslocamento da banda

centrada em 1336 cm™ para nimeros de onda menores, area hachurada e asterisco na
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Figura 11, antes indexada a fase CaNazBs010 e agora atribuida a fase CaNaBsOg, devido

a dissolucéo das unidades trigonais no meio de imerséo [41].

E notado, também, que a banda centrada em 1131 cm™, indexada a fase CaNaBsOqg
e associada a estiramentos de pontes de B—O, diminui intensidade j& a partir do primeiro
periodo de imersdo. A fase de célcio sddio pentaborato € constituida por dois anéis
compostos por unidades triangulares BO3 ligados por uma unidade tetraédrica BO4. Esta
unidade se propaga por cadeias infinitas na direcdo e pelo compartilhamento das pontes
de B-O [81].

As técnicas de DRX, espectroscopia Raman e FTIR-ATR forneceram informacg6es
a respeito do comportamento das fases cristalinas presentes na vitroceramica apés
imersdo de 28 dias em SBF, mostrando que as fases de borato, principalmente
CaNazBs010 e CaB204 sdo mais solluveis em SBF. Ndo foram observadas mudancas
significativas com relacdo a fase Fluorapatita. Estes resultados foram obtidos para as
amostras P1, P2 e P3 indicando que a producédo do biomaterial com diferentes tamanhos
de particula ndo altera sua composicdo, e assim ndo influencia diretamente em sua

bioatividade.
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Figura 28:Espectros FTIR-ATR das amostras (A) P1, (B) P2 e (C) P3 nos periodos 0, 0.25, 1, 4, 7, 14, 21
e 28 dias de imersdo com a indexacdo das fases cristalinas: Fluorapatita (laranja) RRUFF #R40098-3[61],
CaNaBsOg em roxo [8], CaNa3zBs010 em verde [60] e CaB.0O4 em rosa [62]. As linhas tracejadas e regido
hachurada destacam variages espectrais. O (*) destaca a banda em1336 cm?; t = 0 indica a amostra sem

imersdo em SBF.
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4.2.6 — Teste de Citotoxicidade

A avaliacdo de citotoxicidade é um pardmetro importante, pois uma vez atestada
sua resposta bioativa positiva, avaliar suas propriedades bioldgicas permite delinear seu
emprego em aplicagGes biomédicas.

As taxas de proliferacdo de células s&o bons indicadores da saude celular. As
células MC3T3-E1, usadas para a analise de citotoxicidade quando meio de cultura, se
dividem e multiplicam-se continuamente, assim a interferéncia no meio de cultura por
agentes fisicos e quimicos podem afetar a salde e o metabolismo celulares, causando
toxicidade nas células por meio de diferentes mecanismos, como destruicdo das
membranas celulares, prevencdo da sintese de proteinas, ligacdo irreversivel a receptores,
inibicdo do alongamento de polidesoxinucleotideos® e reagbes enzimaticas. A fim de
determinar a morte celular causada por esses mecanismos, ha necessidade de ensaios de

citotoxicidade confiaveis e reprodutiveis [82].
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Figura 29: Viabilidade celular das amostras P1, P2 e P3, nas concentra¢des 100, 400, 700 e 1000 ug/ml;
ns indica que ndo ha diferenca estatistica significativa entre as andlises de cada concentragéo.

A Figura 29 apresenta os resultados das analises de viabilidade celular das
amostras P1, P2 e P3 em diferentes concentragdes na cultura de células, as quais nédo
mostram diferenga estatistica significativa quanto as concentragdes. As amostras
apresentam viabilidade celular maior que 50%, sendo um resultado suficiente para a

classificagdo das amostras como ndo toxicas, além de apresentar resultados com

1 Polidesoxinucleotideos: unidades basicas para construgdo da fita complementar ao DNA molde.
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proliferacdo celular aos quais séo atribuidas as concentracfes que apresentam viabilidade
celular acima de 100% [83]. Sustentando, assim, uma viabilidade bioldgica positiva das
amostras, além da resposta bioativa também positiva, mostrando que independentemente
do tamanho de particula utilizado para produzir o biomaterial, as trés amostras tem

potencial para aplicacdo na area da saude.
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5 - CONCLUSAO

As amostras P1, P2 e P3 produzidas a partir da vitroceramica 60B5F2P-715 com
tamanho de particula entre 9 e 103 um, 60 e 201 um e 118 e 342 um, respectivamente,
foram estudadas com a finalidade de avaliar a influéncia do tamanho de particula em suas
respostas bioativas. Os resultados mostraram que os diferentes tamanhos de particulas
ndo influenciaram na formagdo das fases cristalinas da composicdo da vitroceramica
60B5F2P-715, porém influenciou na morfologia das amostras, tanto em superficie quanto
em seu interior. P1 e P3 apresentaram maior quantidade e didmetro de poros, enquanto

P2 apresentou morfologia com menor quantidade de poros.

Ap0s a imersdo em SBF, em um periodo de 28 dias, é detectado a dissolugdo das
fases cristalinas CaB.04 e parcialmente das fases CaNaBsOg, CaNazBsO10 € Cas(POa)sF,
que foram detectadas por meio das espectroscopias vibracionais. Todas as fases
cristalinas presentes ndo apresentaram citotoxicidade em nenhuma das amostras. Durante
os primeiros 7 dias houve dissolucdo e perda de massa das amostras, estabilizando estes
processos até completar 28 dias, possivelmente devido a formacdo de uma camada
apatitica superficial, processos estes, esperados em teste de bioatividade in vitro. As
amostras P1 e P3 apresentaram caracteristicas morfolégicas de nucleacdo de camada
apatitica em periodo anterior a P2, indicando que maior abertura e interconexdo entre
poros, permite maior permeacao e aumento de interacdo do fluido com as amostras. Ao

final dos 28 dias as trés amostras apresentaram caracteristicas morfologicas semelhantes.

Além da ndo citotoxicidade P1, P2 e P3 apresentaram viabilidade celular, em

média, acima de 80% em todas as concentracdes testadas.

Visto que todas as amostras estudas apresentaram respostas bioativas satisfatorias
dentre as analises realizadas destacam-se as caracteristicas morfoldgicas, que se mostram
como o principal fator na resposta bioativa. Assim, as amostras P1 e P3 apresentaram
caracteristicas consideradas ideais para adesao celular, vascularizacao e osteointegracéo,
podendo ser empregadas diretamente como material de enxerto. J& a amostra P2
apresentou morfologia pouco porosa sugerindo estrutura rigida, podendo ser usada para
a producdo de scaffolds devido a sua grande agregacao fisica entre as particulas, logo
podendo se adequar aos materiais que sdo utilizados como sacrificio para a formacao de
poros e interconexdes com formas e dimensdes adaptadas para cada tecido que sera

aplicado.
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APENDICE A

Nesta secdo sdo apresentados os resultados complementares as analises
apresentadas anteriormente para as amostras P1, P2 e P3 na se¢do de resultados e

discussao.
A.1 MEV

As imagens de MEV do vidro pulverizado e peneirado em diferentes micrografias,

sdo exibidas nas Figuras Al, A2 e A3, expondo que ha a diferenciacao entre intervalos

de tamanho de particulas utilizadas nas confec¢des das pastilhas.

g coR Ny N F— e —

0 bioativo 60B5F2P eneia&o com eneira de mesh <62 um.

' Figura A 1: Microgri do p do vidr
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Figura A 2: Micrografia do p6 do vidro bioativo 60B5F2P peneirado por peneira de mesh entre 93,0 e
125,0um

Figura A 3: Micrografia do p6 do vidro bioativo 60B5F2P peneirado por peneira de mesh entre 180,0 e
250,0pm.
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A.2 DRX
Também sdo apresentados os resultados e anélises obtidos para as amostras P1,

P2 e P3 apos a imersdo de 0,25, 1, 4, 7, 14, 21 e 28 dias por meio da técnica de DRX. Os

percentuais das fases cristalinas indexadas foram obtidos pelo método semiquantitativo
RIR.

Os difratogramas das amostras P1, P2 e P3, indexacGes de fase e semi-
quantificagdo das fases CaNasBs010, CaNaBsOg e Fluorapatita sdo exibidos nas Figuras
A4, A5 e AB, respectivamente. Em todos os periodos foi possivel indexar as trés fases

cristalinas presentes nas amostras sem imersao.
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Figura A 4: Difratogramas da amostra P1 nos tempos de imersdo: 0, 0.25, 1, 4, 7, 14, 21 e 28 dias. Sendo
as fases CaNa3Bs010, CaNaBsOg e FA representadas respectivamente pelos simbolos:e, ¢ ¢ %; O tempo t
= 0 significa a amostra sem imersdo.

Como discutido na analise de EDS, a razdo CaP das amostras apresenta valores
caracteristicos de ACP na forma amorfa, assim, dificultando a identificacdo das camadas

apatiticas formadas nas amostras devido a estrutura cristalina da vitroceramica 60B5F2P-

~
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715 sendo possivel apenas a identificacdo das fases precursoras das amostras antes de

imersdo as quais forneceram informacdes a respeito da dissolucdo das amostras quando

em imersdo em SBF.
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as fases CaNa3Bs010, CaNaBsOg e FA representadas respectivamente pelos simbolos:e, ¢ ¢ %; O tempo t
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APENDICE B

Neste capitulo sdo apresentados os conceitos gerais sobre as técnicas de analises
que foram utilizados no trabalho.

B.1 Analise Térmica

A analise térmica fornece informacdes a respeito dos efeitos que a mudanca de
temperatura causa num material como transicdes de fase, 6xido-reducdo, reacdes de
desidratacdo, decomposicdo entre outros. Esta técnica permite a determinagdo de
temperaturas caracteristicas, nas quais as mudancas quimicas e fisicas ocorrem. Ha duas
principais formas de andlise térmica, sendo a Analise Térmica Diferencial (DTA) e
Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC). O DTA determina as temperaturas
caracteristica por meio de comparacdo de temperaturas entre a amostra e uma referéncia
inerte em funcdo do tempo, jA& 0 DSC compara a energia necessaria para se manter a

amostra e a referéncia com a mesma temperatura [11, 84, 85].

Na Figura B1 apresenta uma representacdo esquematica do sistema de DSC,
composto por porta amostras, chamados de cadinho, posicionados sobre os dois
termopares do equipamento, geralmente de platina ou alumina, um cadinho é preenchido
com amostra (A) enquanto o segundo fica vazio, sendo este a referéncia (R) da analise. E
entdo passado um fluxo de calor pelo equipamento, e 0s sensores comparam a dissipacdo

de calor entre os dois cadinhos [11, 84, 85].

Ay g

Figura B 1: Representacdo esquematica de um sistema de DSC, onde é monitorada a temperatura do meio
To e comparada com a temperatura das amostras ATa e da referéncia ATr resultando em uma diferenca de
temperatura AT. Adaptado de [84].
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Para materiais vitreos a curva de andlise térmica apresenta um pico endotérmico
indicando a passagem pela transi¢do vitrea do material que absorve energia térmica que
é gasta no processo de nucleacéo e cristalizacdo, a Figura B2 apresenta uma curva de
DSC de um material vitreo. Apds essa etapa a curva apresenta um pico exotérmico
indicando o ponto de cristalizacdo do material, passado o ponto cristalizagdo € visto um

pico endotérmico caracterizando o ponto de fusdo do material [11].

Fluxo de calor

Temperatura (°C)

Figura B 2: Exemplo de curva de DTS de um vidro, destacando as temperaturas caracteristicas de Tg, Tp
e Tm. Adaptado de [11].

B.2 Difratometria de Raios-X

Um cristal € um material sélido cujos atomos constituintes sdo periodicamente
arranjados em trés dimensdes diferentemente de materiais amorfos. A cristalografia
refere-se a area cientifica que estuda o arranjo dos atomos nos sélidos, podendo abranger
as mais diversas areas do conhecimento como ciéncia dos materiais, quimica e fisica. A
maioria dos sélidos é composta de atomos regularmente arranjados, ja que o estado
cristalino é energeticamente mais estavel. A regularidade do arranjo atbmico pode ser
descrita por elementos de simetria, que determinam as propriedades fisicas de um cristal.
Ao realizar qualquer processo em um material, pode ser necessario descobrir quais fases
cristalinas estdo presentes no material. Cada fase tem um arranjo caracteristico de atomos

0 que permite a caracterizacdo e identificacdo dessas estruturas [86 — 88].

O arranjo regular dos &tomos em um unico cristal pode ser descrito pela definicdo

de uma célula unitéaria fundamental junto de uma periodicidade adequada para construir
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o cristal a partir da célula unitaria. A célula unitaria € um arranjo atémico hipotético ao
qual os atomos que constituem o cristal se localizam nos veértices de um dado sélido. Esta
unidade de arranjo atdmico possui vizinhancas idénticas correspondentes a rede
tridimensional. Uma forma geral da célula unitaria € um paralelepipedo que contém
apenas um ponto de rede. O tamanho e a forma da célula unitéaria sdo descritos por trés
eixos a, b e ¢ desenhados de um canto a outro da célula. As dire¢Ges X, y e z de um cristal
e sua célula unitaria sdo consideradas paralelas a esses vetores de células unitérias. Os
comprimentos dos eixos a, b e ¢ sao denotados por a, b e c, € os angulos entre eles, a,

e v. Esses valores sdo chamados de parametros de rede [86 — 88].

Os cristais séo classificados em sete sistemas cristalinos de acordo com seus
elementos de simetria rotacional (incluindo simetria de inversdo de rotacdo). Sendo:
triclinicos, monoclinicos, ortorrdmbicos, trigonais, tetragonais, hexagonais e cubicos, que
sdo subdivididos por células simples, corpo centrado, face centrada e base centrada
denominados de redes de Bravais [88]. A Tabela B1 apresenta os parametros de rede para

cada estrutura.

s S
',’ /? l'—f’ 1[
ps Lo | | T o | [
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2 J’,.\ A ;\, /_, y
> - y
\ | P
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v v
Trigonais Tetragonais Hexagonais Cibicos

Figura B 3: Elementos de simetria necessarios para cada sistema cristalino os simbolos e, ¢,
A representam os eixos de simetria. Adaptado de [88].

Tabela B 1: Pardmetros de rede cristalina [86].
Sistema Cristalino Dimensao da célula unitaria Rede de Bravais

Triclinicos azb#c,a#B#y Simples
. Simples
Monoclinicos azb#c,a=B=90°7>90°
Base Centrada
Simples
Ortorrdmbicos azb#c,a=08=y=90° Corpo Centrado

Face Centrada
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Base Centrada

Trigonais a=b=c;a=0=90°y#90° Simples
_ Simples
Tetragonais a=b#c,a=B=y=90°
Corpo Centrado
Hexagonais a=b#c,a=06=90°%y=120° Simples
Simples
Cubicos a=b=c,a=0B=y=90° Corpo Centrado

Face Centrada

Um grande aliado ao estudo estrutural de materiais é a analise de espectros obtidos
a partir da interacdo radiacdo — matéria. A fim de analisar e estudar sistemas cristalino
por meio desta técnica é necessario a utilizacdo de uma radiacdo com propriedades de
interacdo com a rede cristalina, ou seja, que possam ter ordem de grandeza de angstroms
(A). Uma radiacéo eletromagnética desta ordem de tamanho s&o os raios-X [87].

Os raios-X sdo gerados quando os elétrons acelerados a uma velocidade muito
alta, desaceleram rapidamente. Quando a energia dos elétrons acelerados é maior que um
valor limite, picos agudos aparecem em certos comprimentos de onda sobrepostos a
radiacdo branca. Eles sdo chamados de linhas caracteristicas e os comprimentos de onda
desses picos dependem apenas do material que é irradiado. Se um dos elétrons que
atingem o alvo tiver energia suficientemente alta, ele pode arrancar um elétron da camada
K do &tomo alvo, deixando o &tomo em um estado excitado. Isso resultaré na transferéncia
de um elétron de camadas externas para o nivel de K vago, a fim de diminuir a energia
total. Esta transferéncia sera seguida pela emissdo de um foton de raios-X, cuja energia é
igual & diferenca de energia entre os dois estados. A radiacdo emitida como resultado de
tal processo tera, um comprimento de onda caracteristico do elemento alvo. O nivel K
vago pode ser preenchido por um elétron de qualquer uma das camadas externas. Quando
os dois orbitais envolvidos na transi¢do sdo adjacentes, a linha é representada por um
subscrito a. Se os orbitais envolvidos estiverem separados por dois niveis, a linha ¢
designada como B. Por exemplo, quando um elétron é ejetado da camada K e seu sitio
vago € ocupado por um elétron da camada L, a linha K, é emitida. A transicéo Ky refere-

se ao caso em que a camada K vazia é preenchida por um elétron da camada M [88].
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Figura B 4: Componentes principais de um Difratdmetro de Raios-X. Adaptado de [87].

A andlise da estrutura cristalina de um material utilizando ondas de raios-X é
denominada de difratometria de raios-X (DRX), esta técnica funciona utilizando o
principio de interferéncia de ondas. Os raios-X contendo comprimento de onda da ordem
de tamanho inter-planar dos cristais interage com o sélido formando interferéncias
destrutivas e construtivas. Os dispositivo utilizado para as analises é ilustrado na Figura
B4. O resultado da andlise é denominado difratograma que é resultado da leitura das
figuras das interferéncias construtivas provenientes da difracdo das ondas de raios-X em

funcéo do angulo de radiagéo [87].

Como o arranjo atbmico é caracteristico para cada composicao quimica, a partir
do difratograma é possivel a caracterizacdo da rede cristalina presente no material
comparando a banco de dados ja existentes como: JCPDS (Joint Committee of Powder
Diffraction Standards), ICDD (International Center for Diffraction Data), ICSD
(Inorganic Crystal Structure Database) e COD (Crystallography Open Database) [87].

Os vidros por apresentarem estruturas amorfas ndo formam padrdes de difragdo
com ondas de raios-X, assim, o difratograma do vidro apresenta halos enquanto a
vitroceramica que contém estrutura cristalina apresenta picos caracteristicos
possibilitando a identificagdo das fases cristalinas presentes no material a partir dos
componentes presentes na matriz vitrea [86]. A Figura B5 ilustra um difratograma de uma

amostra de vidro em comparagdo com uma vitroceramica.
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Figura B 5: Difratograma de um vidro de SiO, em comparagdo com o difratograma de Quartzo obtido a
partir do tratamento térmico da rede vitrea de SiO2. Adaptado de [86].

B.3 Espectroscopia Vibracional

A interpretacdo de dados fornecidos pelo fendmeno de interacdo radiagéo -
matéria resultam em um conjunto de técnicas intensamente empregadas na caracterizacao
de materiais, podendo fornecer informacdes a respeito do arranjo atdmico, composi¢do
molecular, tipos de ligacdes quimicas e etc. Dentro dessas analises se encontra a

espectroscopia vibracional.

A origem do espectro, na espectroscopia molecular, é resultado de mecanismo
como a absorcdo, emissdo ou espalhamento de um féton quando a energia de uma
molécula muda, resultado de transicGes eletrdnicas, mudancas de estado rotacional e/ou
vibracional, podendo conter informacdes relacionadas a valores de resisténcia,
comprimento e angulos de ligacBes quimicas. Eles também fornecem uma maneira de
determinar uma variedade de propriedades moleculares, como dimensdes moleculares,
formas e momentos de dipolo. A espectroscopia molecular também é Gtil para astrofisicos
e cientistas ambientais, pois a composicao quimica do espaco interestelar e das atmosferas
planetarias pode ser inferida a partir de seus espectros rotacionais, vibracionais e

eletronicos [89].

Classicamente, 0 movimento vibratério de uma molécula pode ser descrito como
um conjunto de esferas, representando atomos, ligados por molas, representando as
ligacGes quimicas por exemplo a molécula de dgua o hidrogénio se ligaria ao oxigénio

por molas e a forca de interacdo entre os atomos pode ser descrita de forma similar a Lei
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de Hooke, sendo as ligacdes de O—H conectadas por uma mola relativamente mais forte

que a mola que liga os atomos de hidrogénio [90].

A perturbacédo de qualquer uma dessas ligagcdes causa a movimentacao de toda a
molécula, podendo apresentar alongamento de ligacGes e flexdo de angulos. Este
movimento pode ser dividido em uma combinacdo das chamadas vibra¢des normais do
sistema que sdo sobrepostas em proporcGes variaveis. Modos normais envolvem
acoplamento entre os movimentos de alongamento ou flexdo dos &tomos em uma cadeia
reta, uma cadeia ramificada ou um anel. Os modos de vibracéo de alongamento e reflexao
podem ocorrer em diferentes combinages, tais como, balango, torcéo, abano e respiragao
(em anéis e cadeias fechadas) [90]. A Figura B6 ilustra alguns modos vibracionais.

a) b) c) _H,
- //H\ S ~H . Toidl .
c cZ - T~
- ~H - ~oH H
e
d) e) f)
_OH HE?\ Vak ™ \,/L\ e

Figura B 6: llustracéo de a) balanco, b) torcéo, c) tesoura e d) vibrag6es de balanco no grupo a CHy, €)
vibracéo de torcao e f) vibragdo de respiracdo do anel; as setas e simbolos + e - indicam o sentido de
vibragdo. Adaptado de [90].

B.3.1 Espectroscopia FTIR

A espectroscopia FTIR (Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de
Fourier, do inglés “Fourier Transform Infrared Spectroscopy”) é uma técnica analitica
que envolve a andlise de interacbes entre a matéria e a radiagdo na regido do
infravermelho. E amplamente utilizada para identificar compostos quimicos, determinar

estruturas moleculares e investigar ligacdes quimicas em amostras.

O principio béasico da espectroscopia FTIR envolve a passagem de radiacdo
infravermelha através de uma amostra, enquanto a frequéncia dessa radiacao é variada. A
medida da absor¢do e transmissdo da radiacdo resultante produz um espectro
infravermelho, que mostra as frequéncias nas quais as ligagdes quimicas na amostra
absorvem energia infravermelha. Cada tipo de ligagdo quimica possui um conjunto
caracteristico de frequéncia de absorcédo, permitindo a identificagdo de grupos funcionais

e composi¢do molecular. A absor¢do de radiacdo infravermelha ocorre quando ha uma
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mudanc¢a no momento de dipolo elétrico da molécula durante uma transicao vibracional.
Isso significa que para ocorrer uma absorgédo significativa de energia, a simetria da
molécula deve ser quebrada durante a vibragcdo. Essa regra é frequentemente referida
como “regra de selecao para transigoes IR ativas”. Se uma vibracao nao altera o momento

de dipolo da molécula, ela serd “inativa” no espectro IR [66].

Espectrometros que operam no infravermelho médio e longinquo utilizam a
transformada de Fourier para converter um sinal no dominio do tempo em um espectro
no dominio da frequéncia, fornecendo informacdes sobre as vibragdes moleculares
presentes em um material. O elemento dptico principal de um espectrometro de FTIR é
um interferdmetro de Michelson, um dispositivo para analisar as frequéncias presentes

em um sinal composto por diferentes frequéncias [89].

A obtencdo do espectro de absorcdo pode ocorrer utilizando um acessorio de
Reflectancia Total Atenuada (ATR) acoplado a um espectrometro no infravermelho
(FTIR). O acessério de ATR possui um cristal com alto indice de refracdo, onde é
posicionado a amostra, o feixe de radiacdo passa por esse cristal em angulo critico, de
forma que é totalmente refletido pelo cristal, a amostra posicionada em contato com o
cristal absorve parte da radiacdo incidente refletida, o sensor detecta essa absor¢do

comparando com um feixe ideal, como ilustrado pela Figura B7 [91].

Onda Evanescente
..... g - __Amostra
Al NS 5 N
4 . \
=

Fonte de IV Sensor

Figura B 7: llustragdo de um caminho 6ptico em um cristal ATR de reflexdo Unica. Adaptado de [93]

B.3.2 Espectroscopia Raman

O efeito Raman foi detectado experimentalmente pelo fisico Chandrasekhara

Venkata Raman em 1928, em seu experimento Raman utilizou uma ldampada de mercurio
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como fonte de onda eletromagnética, um prisma de vidro como dispersivo e filmes

fotogréficos [94].

Ao se atingir uma superficie com uma onda eletromagnética, uma fracdo da luz é
absorvida e o restante € refletido. Parte da onda absorvida é dissipada na forma de calor
e outra retransmitida na forma de luz espalhada. Parte da luz espalhada é composta por
uma frequéncia diferente da frequéncia da luz incidente, a esse processo é dado 0 nome
de espalhamento Raman (inel&stico), Figura B8. A outra parte da luz espalhada apresenta
a mesma frequéncia da luz incidente, esse tipo de espalhamento é chamado de Rayleigh

(eléstico).

O espalhamento inelastico da luz é classificado de dois modos: Stokes quando
ocorre que a frequéncia da luz espalhada é maior que a frequéncia da luz incidente e anti-
Stokes quando a frequéncia da radiacdo espalhada é menor que a frequéncia da luz
incidente [64].
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Figura B 8: llustracéo do espalhamento Raman Stokes e Anti-Stokes. v,.: comprimento de onda incidente
vm: comprimento de onda espalhado. Adaptado de [93].

Uma onda eletromagnética ao interagir com a matéria pode causar vibracGes de
diferentes modos nas moléculas, essa oscilagéo cria uma mudanca periodica da posicao

dos nucleos que constituem a molécula, o que acarreta uma oscilagdo do momento de
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dipolo induzido pela onda eletromagnética. A principal caracteristica de um composto
Raman-ativo é que além da oscilagdo do momento de dipolo induzido é que a
polarizabilidade do composto também deve oscilar com a mudanca da posi¢ao do nucleo
[94].

B.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A microscopia € utilizada para ampliacdo de imagens com o objetivo de analisar
superficies as quais 0 olho humano ndo € capas de enxergar. Os mais antigos métodos de
ampliacdo de imagem ¢ a utilizacdo de lupas, seguido de microscépios dpticos, esses
microscopios estdo limitados a ampliacdes de 2000 vezes, a partir dessa ampliacdo, a
microscopia eletronica de varredura passa a ser a principal ferramenta para analise de

superficies [97].

Um microscopio eletrdnico de varredura consiste em um canhdo de elétrons que
produz os feixes de elétrons, a dptica eletromagnética guia o feixe e o focaliza. Os
detectores coletam os elétrons que vém da amostra, estes sdo espalhados ou emitidos da
amostra e a energia do elétron detectado junto com sua intensidade e localizacdo da
emissdo utilizadas para montar a imagem [98]. Afigura B9 mostra os componentes

fundamentais para um equipamento de MEC.
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Figura B 9: llustragdo dos componentes basicos do MEV. Adaptado de [99].
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As imagens podem ser formadas por dois méetodos de obtencdo de dados. O
primeiro método é originado do espalhamento ineléstico dos elétrons, de baixa energia,
que sdo absorvidos pela superficie do material e emitidos fornecendo imagens
topograficas de alta resolucdo, podendo gerar imagens de até 3 nm. Quanto ao segundo
método, chamado de retroespalhamento, fornece imagens a partir dos elétrons espalhados

elasticamente [97].

Além da imagem topogréafica da amostra o equipamento de MEV pode fornecer
informacdes a respeito da composicdo do material por meio da interacdo do feixe de
elétrons primario com o material da amostra que resulta na geracdo de raios-x
caracteristicos que formam coletivamente um sinal de raios-X. Utilizando um detector de
energia dispersiva (EDS) de raios-X para coletar o sinal, medir sua energia e distribui¢éo
de intensidade, é possivel analiséd-lo de maneira a identificar elementos e determinar as

concentracdes de elementos na regido analisada da amostra [99].

B.5 Espectroscopia de Emissdo em Plasma de Micro-Ondas (MP-AES)

A espectroscopia de emissdo atbmica com plasma de micro-ondas é baseada no
fendmeno fisico de emissdo atbmica. Este efeito ocorre um atomo, de um elemento
especifico, é excitado, emitindo luz em um padrdo caracteristico de comprimentos de
onda quando retorna ao estado fundamental. As fontes de emisséo atdmica incluem o
plasma de micro-ondas (MP) e o argdnio acoplado indutivamente plasma (ICP), ambos
funcionam em alta temperatura, logo, sdo excelentes fontes de excitacdo para
espectroscopia de emissédo atdmica. O plasma de micro-ondas alimentado com nitrogénio
atinge temperaturas aproximando-se de 5.000 K. Nessas temperaturas, a emisséo atbmica
é forte, produzindo excelente deteccdo limites e faixa dinamica linear para a maioria dos

elementos [100].

A geracdo de dados funciona da seguinte forma: a amostra em estado liquido é
bombeada em forma de aerossol com fluxo constante para a camara de plasma, onde é
evaporada e dissociada em atomos devido a energia térmica proveniente do plasma de
N2. Entdo ocorre a excita¢do atbmica induzida pelo plasma e o decaimento eletrénico gera
ondas eletromagnéticas de comprimentos de onda na regido do ultravioleta e visivel, que

sdo direcionadas por campos magnéticos a um monocromador que separa os diferentes
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comprimentos de onda. Cada 4&tomo emite comprimentos de ondas caracteristicos que séo
lidos por um dispositivo de carga acoplado e identificados via software [102]. Na Figura
B10 é ilustrado um esquema para a obtengédo de dados por MP-AES.

Plasma > i
Atomo Luz
excitado ~ emitida -—J
{ Espectrémetro
1 4 J/
T /,
. |
.+ Amostra em forma / | |
. de aerosol L

Quantificacio

Figura B 10: Diagrama esquematico de um espectrdmetro de emissdo atdmica de plasma de micro-ondas.
Adaptado de [100].
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